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RESUMEN 
Con el fin de obtener un sistema de regeneración para ser utilizado en las variedades 
colombianas de arroz Fedearroz 50, Fedearroz 369, Fedearroz 2000 y Cica 8. Se evaluaron  
en siete sistemas de regeneración (protocolos)  la respuesta de regeneración de dichas 
variedades; las cuales pertenecen a la subespecie Indica,. El montaje del diseño se llevó a 
cabo bajo condiciones controladas en el laboratorio del departamento de biología en la 
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá. Las evaluaciones se hicieron en cada 
etapa de desarrollo: inducción de callo, subcultivo y regeneración. 
se definió un diseño completamente al azar con arreglo factorial con los siete protocolos y 
cuatro  cultivares con el fin de validar los resultados reportados sobre arroces de tipo 
Indica en cuanto a la capacidad de producción de callos, los cuales  se presentaron rangos 
desde 20% hasta 60% y en la  regeneración reportada se obtuvieron desde 0 hasta 281 
regenerantes de 100 explantes inicialmente sembrados. 
Inicialmente se determinó el protocolo de desinfestación y una vez obtenido, se estableció 
la concentración óptima para realizar este proceso con hipoclorito de sodio, al tres por 
ciento en dos tiempos de inmersión de 15 minutos para los explantes.   Se estableció el 
mejor explante para utilizar, realizando evaluaciones exploratorias en hoja, raíz, tallo, 
macolla y semilla madura. Dados los resultados obtendiso se determinó la semilla madura 
como el mejor explante para el sistema de regeneración a evaluar. 
Se presentaron diferencias estadísticamente significativas a nivel de cultivares, protocolos 
y su interacción, en los valores de callogénesis. Se produjeron principalmente callos de 
color  amarillo crema o blancos, de apariencia globular y compacta en todas llos cultivares, 
a las dos y tres semanas de inducidos.  
La fase intermedia entre callogénesis y regeneración, denominada “subcultivo”, no mostró 
mejores resultados en los valores callogénesis y regeneración. 
El cultivar que presento una mejor respuesta fue Fedearroz 2000, mientras la más 
recalcitrante fue Fedearroz 50. Solo dos de los protocolos de regeneración evaluados 
presentaron algún resultado en todas las variedades. Los denominados P3, propuesto por 
Saharan y colaboradores en 2004, basado en el medio de cultivo MS y el protocolo P6, 
propuesto por Toki y colaboradores en 2006, basado en los medios N6D y REIII fueron los 
más consistentes; adicionalmente  P3 fue el protocolo con los mayores valores de 
regeneración. 
Finalmente, la capacidad de regeneración de los callos, el total de callos y la calidad de 
estos permitieron definir los protocolos P3 y P6 como los mejores protocolos para las 
variedades de arroz colombianas evaluadas, aunque estas presentan una respuesta 
diferencial a este y cada uno de los protocolos evaluados. 
Palabras clave: medios de cultivo, callogénesis, regeneración, variedades, Arroz. 
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ABSTRACT 
In order to obtain a regeneration system for be used in varieties Colombian rice: Fedearroz 
50, Fedearroz 369, Fedearroz 2000 and Cica 8. It was evaluated in seven regeneration 
systems regeneration (protocols) the response of regeneration these varieties, which belong 
to the subspecies Indica. The mounting design was carried out under controlled conditions 
in the laboratory of the department of biology at the Universidad Nacional de Colombia, 
Bogotá. Assessments made at each stage of development: callus induction, subculture and 
regeneration. 
It defined a completely randomized design with factorial arrangement with seven protocols 
and four cultivars to validate the reported results on Indica rice in terms of production 
capacity of calluses, which were presented ranges from 20% to 60 % and   regeneration 
reported it was obtained from 0 to 281 of 100 explants regenerating initially planted. 
Initially we determined the disinfestation protocol and once obtained, was established the 
optimum concentration for carry out process with sodium hypochlorite, 3% in 2 time of 
immersion of 15 minutes for the explants. The best explant was established for be use, in 
the conducting exploratory evaluations: leaf, root, stem, tiller and seed ripens. This 
evaluation was determined as the best mature seed explant for regeneration system-
evaluate. 
It differences presented statistically significant at level of varieties, protocols and their 
interaction in callogenesis values. There were calluses mainly creamy yellow or white, of 
appearance globular and compact of in all varieties, of two and three weeks induced. It 
was obtained regenerants from the green shoots in the callus obtained. 
A contrasting feature of the protocols used, which showed differences for development of 
the regeneration system was the interface between callogenesis and regeneration, called 
"sub-cultivation", since its use did not show better results in values of callogenesis and 
regeneration. 
The variety with better results was Fedearroz 2000, as the most recalcitrant was Fedearroz 
50. Only two of the regeneration protocols evaluated presented some results in all 
varieties. The called P3, proposed by Saharan and colleagues in 2004, based cultivation 
means  MS and the protocol P6, proposed by Toki and collaborators in 2006, based on 
means  N6D and REIII were the most consistent; additionally, P3 was the protocolos with 
the highest values of regeneration. 
Finally, the regeneration capacity calluses, the calluses total  and quality of these make 
possible define the protocol called P3 as the best protocol for rice  Colombians  varieties 
evaluated, although these have a differential response to this and every one of the 
protocols evaluated. 
Keywords: cultivation means, callogenesis, regeneration, varieties, rice. 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
El arroz es uno de los alimentos básicos de importancia en la dieta de numerosos países, 
importancia que se refleja en la rigurosa investigación que sobre este cultivo se realiza en 
el mundo. Diversas organizaciones, como el International Rice Research Institute (IRRI), 
el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), el Fondo Latino-Americano de 
Arroz de Riego (FLAR) y la Federación Nacional de Arroceros (Fedearroz) entre otros, 
buscan desarrollar paquetes tecnológicos más eficientes que permitan afrontar los retos 
competitivos y que a la vez representen beneficios para el agricultor y para el consumidor 
en aspectos nutricionales y de seguridad alimentaria. Algunas alternativas para asumir 
estos retos son: diversificación de los cultivos empleados en la alimentación humana, 
variedades de mayor producción, incremento de la frontera agrícola y uso de nuevas 
tecnologías para el mejoramiento de plantas (Fedearroz, 2008; Fedearroz, 2009; Roca, 
2002; Vallejo, 2002) 
 
El cultivo de arroz en Colombia es una de las explotaciones agrícolas de ciclo corto de 
mayor importancia; es el segundo en área sembrada y el primero por valor de producción, 
además es el tercer producto agrícola con mayor valor en la economía nacional después del 
café y el banano. Es un gran generador de empleos directos en las zonas rurales, con 
presencia en 20 de los 32 departamentos del país. El consumo aparente de arroz blanco en 
Colombia durante la última década ha aumentado a una tasa anual de 4,2%; durante la 
presente década; el consumo ha estado alrededor de 40 Kg/habitante por año, es decir, se 
ubica por debajo del promedio mundial de 62,5 Kg/habitante por año (Fedearroz, 2008; 
Fedearroz, 2009) 
 
Los fitomejoradores tienen como reto permanente obtener cultivares de mayor producción 
y mejor calidad. En el caso del cultivo de arroz, en las nuevas variedades se exigen 
rendimientos cada vez más altos y estables, resistencias amplias y duraderas a plagas y 
enfermedades y excelentes calidades molineras y culinarias, con investigaciones tanto de 
tipo básico como aplicadas para que el agricultor reciba y adopte estos resultados en su 
actividad (Echeverría, 2008). 
 
 
Las necesidades de los programas de investigación en el mejoramiento de plantas se 
redirigen a aprovechar las técnicas de laboratorio que apoyan y aumentan las posibilidades 
de definir o corregir características deseables para una nueva variedad. En el tema del 
cultivo de arroz, desde hace dos décadas se ha generado valiosa información por ser 
considerada una planta modelo, ya que cuenta con un genoma pequeño, ciclo corto y es de 
gran interés a nivel internacional, lo cual ha permitido investigar diferentes posibilidades a 
nivel molecular, genómico y de transformación genética, según se recoge en los resultados 
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aportados  (Delseny et al, 2001).  Se trata de buscar técnicas alternativas que permitan ir 
más allá del mejoramiento convencional, haciendo uso de la variada información que se 
está produciendo continuamente desde el momento que se publicó la secuenciación 
completa del genoma del arroz (Delseny et al. 2001; Olmos 2004; Garris, et al. 2005).  
 
De igual manera, el principal reto de los programas de mejoramiento de especies 
cultivadas en el mundo consiste en reducir el tiempo de generación de genotipos con 
adaptación ante los escenarios cambiantes y por tanto limitantes que plantea el cambio 
climático en los aspectos bióticos y abióticos asociados a la producción de arroz. En este 
punto, las herramientas biotecnológicas se muestran como un conjunto de tecnologías 
útiles y de gran importancia para los programas de mejoramiento modernos, con miras a 
responder a los desafíos actuales y futuros (Sanint, 2000). 
 
Cuando se trata de utilizar la información relacionada con el cultivo del arroz, lo relevante 
es  entender las dos grandes clasificaciones que existen a nivel de subespecie: Indica y 
Japónica. La mayor parte del mundo occidental, por preferencias de mercado, consume los 
arroces tipo indica, mientras la región asiática y parte de la europea consumen el tipo 
japónica. Esta situación genera investigaciones aisladas dados los intereses del mercado.  
Mientras que, para el germoplasma en estos dos tipos de arroz se observan diferencias en 
cuanto a las características, adaptación y respuesta fenotípica, que impiden su cruzamiento 
natural y sesgan la investigación hacia dos diferentes respuestas. Estas diferencias se 
mantienen a nivel de cultivo de tejidos, siendo el tipo japónico mucho más maleable a las 
técnicas in vitro. En cambio, el tipo índica incluso ha sido considerada en algunos artículos 
como recalcitrante (Rachmawati y Hiroyuki, 2006). 
 
Las posibilidades de recombinacion del germoplasma en Colombia y en algunos 
programas de mejoramiento de arroz del mundo, actualmente rebasan las posibilidades de 
diversidad existente (Sanint, 2000; Vaughan et al., 2003; Garris, et al., 2005). Por esto, con 
el uso de algunas técnicas de biotecnología, se pretende buscar alternativas para 
incursionar en esta área, iniciando por determinar las condiciones in vitro y el sistema de 
regeneración más eficiente para la obtención de plántulas completas de arroz (Oryza sativa 
spp. índica), lo que permitirá ampliar las posibilidades de uso del material vegetal en 
técnicas como cultivo de anteras, mutaciones inducidas, transformación genética y 
aquellas que requieran su uso y desarrollo en condiciones in vitro (Sanint, 2000; Rai, 
2007). 
Las consideraciones que se presentan como un reto en los programas de mejoramiento 
muestran la necesidad de integrar las nuevas técnicas biológicas y moleculares con el fin 
de ampliar los resultados obtenidos en estos programas y en el desarrollo de variedades.  
Con ello, un primer paso en el proceso de transformación genética de plantas de arroz es 
tener un sistema de regeneración que se ajuste a los genotipos de las variedades 
colombianas, entendiendo estas como genotipos tipo indica que difieren de los cultivados 
en las zonas del subtrópico y templadas, y aún más, de las variedades del tipo japónico. 
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En particular, la regeneración, que es el proceso inicial y base para el mejoramiento de 
cultivos in vitro, en un programa de mejoramiento debe tener una estandarización acorde 
con cada genotipo dentro de una especie. En el caso en cuestión, debe comprobarse la poca 
información relevante sobre los arroces tipo índica, ya que, como se mencionó, los datos 
sobre los arroces tipo japónica no son aplicables directamente a las variedades 
colombianas de arroz. Adicionalmente mucha de esta información incluso no llega a ser de 
dominio público, dado el sistema de investigación privado y la diversidad de germoplasma 
que los grupos de investigación estudian en cada uno de sus programas.  
En los últimos diez años se han mejorado los métodos de regeneración, pero es claro que 
estos métodos dependen del genotipo, lo que implica que cada programa de mejoramiento 
o grupo de investigacion deba tener definido para el cultivo y germoplasma definido, sus 
protocolos de regeneración y manipulación in vitro, donde considere además la selección 
del medio de cultivo y la elección de tejidos (explantes) para regeneración, los cuales 
conservan su potencial morfogenético (totipotencia) al cultivarlos en medios nutritivos 
suplementados con mezclas de hormonas vegetales: auxinas y citoquininas (Roca, 2002; 
Vinod et al., 2004; Sticklen , 2005; Carsono, 2006; Fedearroz, 2008). 
Finalmente, la consecución de un sistema de regeneración óptimo para el cultivo de arroz 
permite dar un paso importante en el uso de métodos biotecnológicos que permitan tener 
las herramientas para producir las variedades colombianas con valor genético agregado, 
utilizando el cultivo de tejidos, la biología molecular y la transformación genética. 
El objetivo del presente trabajo fue establecer un sistema de regeneración eficiente para 
arroz (Oryza sativa spp. índica) de las variedades colombianas Fedearroz 2000, Fedearroz 
50, Fedearroz 369 y CICA 8. Buscando: (i) determinar las condiciones para la 
introducción in vitro de material de arroz, proveniente de condiciones de campo; (ii) 
determinar los porcentajes de callogénesis ocurridos sobre las variedades de arroz 
colombianas y (iii) determinar la regeneración de plántulas completas a partir de explantes 
de arroz en condiciones de cultivo in vitro.  
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1. MARCO CONTEXTUAL 
 
1.1  CULTIVO DE ARROZ. ESTADO ACTUAL Y FITOMEJORAMIENTO 
En los últimos 40 años, la producción mundial de arroz se ha multiplicado 2,8 veces, 
mientras la población ha crecido 1,9 veces. El 80% del crecimiento en la producción se 
explica por alzas en el rendimiento. En América Latina, la producción aumentó tres veces 
y la población lo hizo 2,3 veces, también aquí los rendimientos explicaron un 80% de ese 
crecimiento. Una de las innovaciones tecnológicas que hicieron posibles tales avances en 
los cereales es la que se ha denominado "La Revolución Verde" (Sanint, 2000). 
En cuanto a la situación mundial del cultivo de arroz, de acuerdo con datos del United 
States Department of Agriculture  (USDA), el último medio siglo se ha visto un rápido 
incremento de la población mundial; la producción de alimentos ha crecido aún más 
rápidamente que la población, debido en parte a cambios en la tecnología, el alto uso de 
insumos, y los incentivos del mercado. El mercado mundial del arroz está dominado por 
los proveedores asiáticos, que presentan una dura competencia para los productores de 
arroz de EE.UU. Tailandia, por más de 25 años, y la India desde mediados de la década de 
1990 han mejorado considerablemente la calidad de algunas variedades de arroz 
exportable (USDA, 2011).  
A nivel nacional, incrementos en el rendimiento debido a la liberación de variedades 
nacionales han permitido crecimientos notables en los promedios de producción, pero han 
pasado años en los cuales las producciones se han estancado en un límite superior, y las 
áreas cultivadas en los diferentes sistemas se han mantenido o decrecido (Fedearroz, 
2008). Según las evaluaciones realizadas desde 1990 hasta el 2003, Colombia alcanzó en 
el 2003 la mayor área sembrada de arroz y el más alto nivel de productividad en toda la 
historia, con 5,8 Ton/ha de paddy verde en promedio nacional; sin embargo, los últimos 
años se han presentado variaciones en los rendimientos debido a problemas sanitarios y al 
cambio climático, que muestran ciertas desventajas de las variedades y fluctuaciones en 
los rendimientos y áreas sembradas (DANE, 2010). 
En el Programa de Mejoramiento de Fedearroz – Fondo Nacional del Arroz, se han 
entregado diversos materiales de interés agrícola para Colombia y la región andina, y 
algunos países de Centroamérica. Según la división de investigaciones económicas de 
FEDEARROZ, la variedad Fedearroz 2000 presenta un alto potencial agronómico y de 
aceptación en el sector arrocero, pero a su vez presenta deficiencias en algunas regiones 
agroclimáticas del país y susceptibilidad a enfermedades de incidencia económica. 
Fedearroz 50 es reconocida como la variedad elite del programa de mejoramiento de 
Fedearroz, aunque con deficiencias de rendimientos en ambientes desfavorables; 
actualmente es utilizada en diferentes países y es un parental de relevancia en los últimos 
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años en los programas de mejoramiento nacionales y de Latinoamérica.  Fedearroz 369 
tiene su nicho agroclimático en la zona de los Llanos Orientales de Colombia, dada su 
tolerancia a enfermedades, aunque no presenta alto potencial de rendimiento. CICA 8 es la 
variedad más antigua, producto de la integración ICA-CIAT-Fedearroz en la década de los 
ochenta; la liberación de esta variedad logró aumentos en rendimientos en la época, que 
hoy son superados por las variedades actuales en cuanto a rendimiento y tolerancia a 
problemas sanitarios, (Fedearroz, 2009). 
Aunque se han aumentado los promedios en las producciones por hectárea gracias a los 
métodos convencionales de mejoramiento genético, estos procesos toman varios años y 
cada nueva variedad presenta menores distancias en los nuevos resultados alcanzados. El 
proceso entonces se ha especializado hacia variedades regionales con pequeñas nuevas 
ventajas, donde estas variedades elite se utilizan como parentales de nuevos cruzamientos, 
dado el conocimiento que se tiene de ellas. Así que es aquí donde se hace necesaria la 
búsqueda de nuevas técnicas de mejoramiento para corregir las desventajas puntuales de 
las variedades y atender las necesidades de los agricultores (Echenique et al., 2004; 
Vallejo and Estrada, 2002).  
Entre las actividades realizadas para beneficio del sector arrocero nacional, se destaca el 
Programa de Mejoramiento de Arroz en Colombia, el cual se encuentra en desarrollo 
permanente y se apoya en diferentes centros de investigación en las zonas arroceras del 
país, donde se evalúan y determinan los materiales que pueden ir superando el proceso de 
selección. Este proceso va desde el cruzamiento de progenitores seleccionados, hasta la 
obtención de variedades certificadas, después de por lo menos siete generaciones en las 
que se busca lograr la homocigosis y obtener las condiciones adecuadas para su entrega al 
agricultor. 
Como resultado de las metas del Programa de Mejoramiento, se han entregado diferentes 
variedades que se encuentran en los campos arroceros de Colombia y países vecinos; es de 
destacar que en el sector arrocero nacional se han entregado diecinueve variedades; se 
espera, además, que existan líneas promisorias anuales que puedan convertirse en nuevas 
variedades en la dinámica del Programa de Mejoramiento (Fedearroz, 2011) para que, 
finalmente y de acuerdo con la aprobación del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) 
sea posible su registro comercial como variedad (ICA, 1995). Todos estos pasos revelan la 
rigurosidad del proceso y la necesidad de desarrollar técnicas que permitan tanto mejorar 
los tiempos, como ampliar la explotación de las variedades existentes o, si se requiere, 
agregarles las características faltantes a las ya existentes.  
La biotecnología, promete aumentar la productividad creando plantas adaptadas a su 
medio ambiente, reducir costos de producción, generar innovaciones y mejoras en los 
alimentos y conducir a prácticas agrícolas más ecológicas. En resumen, promete contribuir 
a una agricultura sostenible, utilizando recursos más acordes con el medio ambiente, es 
decir, ayuda a satisfacer las necesidades actuales sin comprometer las futuras (Sánchez - 
Cuevas, 2003; Echeverria, 2008)  
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Los retos hacia el futuro para la sostenibilidad del cultivo del arroz en Colombia y el 
mundo involucran el aumento de la competitividad del sector. Mediante la reducción de 
los costos de producción con base en el uso eficiente de los recursos. En ese sentido, el 
principal reto de la investigación en mejoramiento es la generación de genotipos con 
adaptación a las condiciones medioambientales extremas que plantea el cambio climático. 
Ahí aparece la biotecnología como una herramienta útil para dar respuestas efectivas a los 
desafíos planteados, permitiendo salir de las limitaciones de campo y explorar las nuevas 
herramientas y el conocimiento de cada especie a nivel genético (Sanint, 2000; Levitus, et 
al, 2010). 
 
1.2 VARIEDADES COLOMBIANAS DE ARROZ  
El sector arrocero colombiano se ha visto beneficiado por el esfuerzo hecho por la 
Federación Nacional de Arroceros tanto en la obtención de variedades como en creación 
de paquetes tecnológicos que le permitan al agricultor adoptar mejor tecnología, 
entregando en forma oportuna la información sobre áreas sembradas, producciones y 
rendimientos semestrales. Con estos esfuerzos se ha buscado tener una capacidad de 
respuesta a la problemática arrocera y a las limitantes productivas bióticas y abióticas que 
presenta el cultivo del arroz en los campos arroceros colombianos, y se han logrado 
posicionar las variedades colombianas en el contexto internacional, como es el caso de las 
variedades Fedearroz 50, Fedearroz 2000 y Fedearroz 369 (Fedearroz, 2011). 
Estas tres variedades hacen parte del Programa de Mejoramiento y obtención de 
variedades de Fedearroz – Fondo Nacional del Arroz, y se encuentran protegidas bajo los 
derechos de obtentor y registro en el ICA; la cuarta variedad hizo parte del convenio de 
cooperación e investigación que existía en Colombia entre ICA-CIAT-Fedearroz para 
fortalecer el sector arrocero; esta variedad actualmente no es sembrada en Colombia, pero 
sobre ella ya se ha realizado transformación genética, y actualmente es utilizada como 
parental en los programas de mejoramiento (Fedearroz, 2011). 
Estas variedades son consideradas como candidatas a procesos biotecnológicos por ser 
variedades élite y por no tener padres comunes entre ellas; buscando por medio de las 
técnicas de biotecnología mejorar sus ventajas y adaptación a las zonas arroceras así como 
ayudar a corregir sus desventajas, dado el conocimiento que se tiene de  su desempeño 
agronómico, siendo la transformación genética una herramienta importante en esta meta.  
La información sobre las variedades hace parte de los compendios y folletos de manejo 
agronómico que el área técnica de Fedearroz desarrolla para entregar al agricultor; esta 
información es una guía y corresponde a unos rangos y recomendaciones regionales 
básicas (Fedearroz, 2011). 
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 Fedearroz 369  
Genealogía: CT6096-7-4-4-3-M/C48CU76-3-2-1-4-SM//CT8222-7-6-2P-1X Fenología: 
Vigor: moderado. Macollamiento: Intermedio. Etapas de desarrollo en días después de 
emergido (dde): Inicio de macollamiento: 12 – 15. Máximo macollamiento: 26 – 28. Inicio 
de primordio: 38 – 39. Inicio embuchamiento: 62 – 65. Floración: 68 – 75. 
Los días a cosecha están altamente influenciados por las condiciones agroclimáticas, pero 
se presenta dentro de los rangos entre 109 a 130 (dde). La variedad es tolerante a 
Piricularia (Magnaphorte grisea) y Hoja Blanca (Virus de la Hoja Blanca). En cuanto a 
calidad industrial y culinaria: la variedad se encuentra en grupo 1 (calificación otorgada a 
altos índices en calidad molinera); su potencial de rendimiento varía según la zona 
agroclimática donde sea sembrada, siendo una de las más estables entre ambientes 
(Fedearroz, 2011). 
 
 Fedearroz 50  
Genealogía: ORYZICA LLANOS 4/P 1274-6-8M-1-3M-1. Fenología: Vigor: moderado, 
Macollamiento: Alto. Etapas de desarrollo en días después de emergido (dde): Inicio de 
macollamiento: 18 – 23. Máximo macollamiento: 32 – 35. Inicio de primordio: 39 – 35. 
Inicio embuchamiento: 68 – 75 Floración: 78 – 85. 
Los días a cosecha están, en promedio, entre 120 a 135 (dde). La variedad es altamente 
tolerante a Piricularia y Hoja Blanca. La variedad es patrón de comparación para 
evaluaciones de materiales tolerantes a Piricularia y a tolerancia al daño mecánico de 
Sogata (Tagosodes oryzicolus).  
Dada su alta tolerancia al retraso de cosecha, fue el material que permitió definir este 
parámetro en las variedades nacionales. Humedad ideal para mantener buena calidad de 
grano: es amplia 20 – 25%. De acuerdo con la oferta ambiental, presenta un buen 
comportamiento en los dos semestres, con vaneamiento moderado (Fedearroz, 2011). 
 
 Fedearroz 2000  
Genealogía: P 3084-F4-56-2-2/P 3844-F3-19-1-1B-1X//CT8154-1-9-2 Fenología: Vigor: 
Alto, Macollamiento: Alto: Etapas de desarrollo en días después de emergido (dde): Inicio 
de macollamiento: 12 – 15. Máximo Macollamiento: 28 – 30 Inicio de primordio: 38 – 40. 
Inicio Embuchamiento: 62 – 67. Cincuenta por ciento de floración: 69 –78.  
Los días a cosecha dependerán de la zona agroclimática; los promedios históricos 
muestran rangos entre 112 a 125. La variedad se presenta de tolerante a susceptible a 
Piricularia según la zona, cantidad de inoculo y condiciones ambientales y con alta 
tolerancia a Hoja Blanca. Esta variedad tiene la calificación más consistente en resistencia 
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al Virus de la Hoja Blanca en las camas de infestación, mostrando valores que la califican 
como resistente. Calidad industrial y culinaria: la variedad se encuentra en grupo 1 
(calificación otorgada a mejores índices en calidad molinera). La variedad presenta 
tolerancia intermedia al retraso con vaneamiento bajo (Fedearroz, 2011). 
 
 CICA 8  
Genealogía: CICA 8 CICA 4//IR665-23-3/TETEP Fenología: Vigor: Alto, 
Macollamiento: Intermedio: Etapas de desarrollo en días después de emergido (dde): 
Inicio de macollamiento: 14 – 15. Máximo macollamiento: 28 – 35. Inicio de primordio: 
40 – 44. Inicio embuchamiento: 62 – 67. Cincuenta por ciento de floración: 78 – 80.  
Los días a cosecha dependerán de la zona agroclimática, los promedios históricos 
muestran rangos entre 112 a 127. La variedad presenta susceptibilidad a Piricularia y al 
Virus de la Hoja Blanca, Calidad industrial y culinaria: la variedad se encuentra en grupo 1 
(calificación otorgada a mejores índices en calidad molinera).  
Las variedades utilizadas descienden de parentales distintos, lo que les da la posibilidad de 
recombinar diferente información genética del germoplasma tipo índica en el programa de 
mejoramiento nacional para su expresión y respuesta en cultivo de tejidos.  
En Colombia, el CIAT ha trabajado en transformación de plantas de arroz, los trabajos 
realizados han sido principalmente sobre materiales de la subespecie japónica; de la 
subespecie índica se reporta CICA 8, la cual se ha transformado para otorgarle resistencia 
al Virus de la Hoja Blanca  (Lentini, 2002), motivo por el cual se utilizará como una 
variedad adicional dentro de la investigación (CIAT, 2010). 
 
1.3 CULTIVO DE TEJIDOS IN VITRO 
Las técnicas in vitro fueron desarrolladas inicialmente para demostrar la teoría de la 
totipotencia de las células vegetales formulada por Haberlandt en 1902.  La ciencia del 
cultivo de tejidos vegetales tiene sus orígenes en la formulación de la teoría celular. En 
1839 propusieron que la célula es la unidad básica de los organismos. A partir de aquí se  
visualizó que cada célula es autónoma y totipotente, y por tanto, cada una es capaz de 
regenerar una planta completa, si se le suministran las condiciones medioambientales 
requeridas. Basándose en este argumento en 1902, el fisiólogo alemán Haberlandt, 
desarrolló el concepto de cultivo de tejidos in vitro (Rai y Shastri, 2007)  
En 1902 Haberlandt propone el concepto de cultivo celular in vitro, seguido se descubre la 
primera hormona de crecimiento vegetal: el Ácido Indol Acético, en 1939 se establecen 
cultivos continuos de proliferación de callos. En 1946 se obtuvieron plantas de Lupinus a 
partir de cultivo de yemas.  En los años cincuenta Skoog y Miller descubren la Kinetina 
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como una hormona que induce la división celular, posteriormente en 1957 lanzan el 
concepto de control hormonal de la formación de órganos (auxina:citoquinina). A partir de 
1959 se regeneraron embriones a partir de callos y suspensiones celulares de  Daucus 
carota. Durante 1962 Murashige y Skoog desarrollaron el medio MS con una alta 
concentración de sales.  Mientras que en 1966 se demuestra el principio de totipotencia 
con la regeneración de plantas a partir de células individuales de tomate. Ya en 1972 se 
obtuvo el primer ADN recombinante combinando dos virus. A partir de este logro, los 
avances se han dado a nivel molecular y recientemente han buscado principalmente 
avances específicos para especies o germoplasma definido de los programas de 
mejoramiento (Rai y Shastri, 2007). 
 
El cultivo de células y tejidos vegetales es una técnica que busca el desarrollo de procesos 
de desdiferenciación y rediferenciación celular a partir del cultivo de un explante en 
condiciones de asepsia en un medio nutriente adecuado. El punto de inicio es una pequeña 
porción de cualquier tejido de la planta (raíz, tallo, hoja, flor, etc.), aunque preferiblemente 
los meristemos dan una mejor respuesta en vista de que están en permanente división. El 
estado fisiológico de desarrollo de la planta también puede influenciar la respuesta del 
proceso in vitro (Roca, 2002, Levitus, et al., 2010).  
 
Teniendo en cuenta que la velocidad de división celular de las plantas es 
significativamente menor con respecto a la observada en bacterias y hongos, cobra 
importancia garantizar completa asepsia tanto del explante, a partir de un buen protocolo 
de desinfección, así como del área de trabajo y los implementos utilizados (Roca, 2002; 
Echeverria, 2008). 
 
Por otro lado, tanto el tipo de medio nutriente utilizado como la composición del mismo 
gobiernan de manera estrecha el crecimiento y la morfogénesis de los tejidos vegetales. La 
elección del medio de cultivo depende fundamentalmente de la especie con que se 
trabajará, ya que algunas de ellas son sensibles a altas concentraciones de algunos 
nutrientes o presentan diferentes requerimientos de reguladores de crecimiento. Algunos 
tejidos muestran mejor respuesta en medio sólido mientras que otros responden mejor al 
medio líquido. Sin embargo, el desarrollo de los diferentes medios de cultivo existentes es 
el resultado de ensayos sistemáticos, considerando los requerimientos específicos del 
sistema de cultivo en particular (Roca, 2002; Echenique, 2004). 
 
Los medios de cultivo varían según su composición, así; el medio de White es uno de los 
primeros que se formuló para cultivo de explantes obtenidos a partir de raíces. El medio 
MS (Murashige & Skoog) es el más apropiado y comúnmente utilizado para la 
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regeneración de plantas a partir de tejidos y callos. Este es un medio de alto contenido de 
sales de nitrógeno y potasio. Este medio fue desarrollado para cultivo de explantes de 
tabaco y fue formulado con base en el análisis de los compuestos minerales presentes en el 
tejido de plantas de la misma especie (Levitus, et al., 2010).  
 
El medio de Linsmaier-Skoog (Linsmaier, 1965) es una versión del medio MS que incluye 
una modificación de los componentes orgánicos.  El medio de White, presenta una baja 
formulación de sales y fue desarrollado en 1963 en los inicios del cultivo de tejidos para 
cultivo de raíces de tomate. El medio de Gamborg, conocido también como B5, fue 
generado para cultivo de callos de soya y contiene una alta proporción de nitrato con 
respecto a los iones de amonio. El medio B5 trabaja bien para cultivo de protoplastos;  El 
medio de Nitsch desarrollado para cultivo de anteras contiene una concentración de sales 
intermedia con respecto a los dos medios anteriores. El medio N6B es la conjugación de 
los componentes macronutrientes y componentes orgánicos de N6 y los componentes 
micronutrientes del B5. El medio NB5 contiene los micronutrientes y componentes 
orgánicos del medio de Gambor et al., 1968 y los macronutrientes de Chu et al, 1975. (Chu 
et al., 1975; Gamborg et al., 1968; Murashige y Skoog, 1962)  
 
1.4 ESTABLECIMIENTO DEL SISTEMA DE REGENERACIÓN 
Para hacer uso de los métodos biotecnológicos, diferentes autores consideran necesario 
desarrollar y mejorar las metodologías antes de obtener resultados satisfactorios, y es por 
eso que los sistemas para regeneración de plantas deben estar bien constituidos para la 
especie y germoplasma utilizado en el programa de mejoramiento (Echenique et al., 2004). 
En los últimos años se han mejorado los métodos de regeneración, pero los grupos de 
investigación, limitan la difusión de sus innovaciones por medio de registros de propiedad 
intelectual o incluyendo normas para el intercambio de información, con acuerdos de 
transferencia de información o materiales (Wright, 2006). Esto se presenta tanto en casos 
generales sobre los resultados, como en los procesos o herramientas (Chaparro, 2009; 
Goldman; Stephen L., 1994). El resultado de esta situación muestra un amplio panorama 
de patentes registradas particularizando métodos o procesos en los desarrollos del 
mejoramiento  (Wang, 1990; Villoo y Morawala, 2002). 
Diferentes factores han demostrado influir sobre un sistema eficiente de regeneración de 
plantas de arroz tipo índica son los siguientes: genotipo, clase de tejido, medio de cultivo, 
condiciones de incubación, calidad fisiológica del explante  (Guha y Mukherjee 1973; 
Inoue, 1976; Henke et al., 1978; Jain, 1997), y sobre ellos debe calificarse el sistema de 
regeneración por aplicabilidad, duración y costos, que al final indicarán la eficiencia del 
protocolo por utilizar. 
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Un sistema de regeneración implica la utilización de métodos de introducción de tejido 
vegetal ex vitro a condiciones in vitro, con sus correspondientes métodos de desinfección, 
para luego pasar por cada una de las etapas propias del sistema: inducción, producción de 
callos, subcultivo, si lo hay, y regeneración como tal (Roca, 1993; Levitus, et al., 2010). 
1.4.1. DESINFESTACIÓN DEL EXPLANTE 
La fase de desinfestación reviste amplia importancia, ya que tiene como objetivo la 
eliminación de los agentes biológicos considerados como contaminantes, asociados al 
explante, causando el mínimo nivel de daño al tejido vegetal, teniendo en cuenta que a 
partir de este se iniciará el proceso de desdiferenciación y rediferenciación posterior bajo 
condiciones in vitro.      
Las propuestas de desinfección reportan hipoclorito en concentraciones desde el 2% como 
principal agente de desinfección por 40 minutos  (Roca, 1993; Mohanty, et al., 1999; 
Shoeb, et al., 2001; Saharan, 2004; Lin, 2005; Carsono, 2006; Toki, 2006), el cual ha sido 
y es utilizado sobre todo tipo de tejidos vegetales con el fin de eliminar contaminantes 
fúngicos y bacterianos de los explantes, y se produce así la mayor asepsia posible sin 
afectar el vigor regenerativo del explante. 
 
1.4.2. DEFINICIÓN DEL EXPLANTE. 
Para la regeneración, muchos autores han trabajado con diferentes explantes, siendo la 
semilla madura la más utilizada, ya que estos explantes han mostrado amplias ventajas en 
el desarrollo de callos embriogénicos, pues activan la capacidad de división y la capacidad 
de regenerar en plantas fértiles (Datta et al., 1990; Kothari, 1995; Wang, 1990). De esta 
forma, numerosos reportes muestran que la semilla madura es el explante que presenta las 
mayores tasas de regeneración (Wang, 1990; Mohanty, et al., 1999; Shoeb et al. 2001; 
Saharan 2004; Sticklen, 2005; Carsono, 2006; Toki, 2006; Zhu y Wu 2008). 
Diferentes explantes han sido utilizados para la regeneración de plántulas de arroz, como 
el caso de raíces utilizadas en 1968 por Kawata e Ishihara; el uso de hojas en 1971 y 
existen reportes del uso de tallos desde 1978. Igualmente, la panícula inmadura fue usada 
por primer vez por Shu y Wei en 1980 y del embrión de la semilla por Nakano y Maeda 
desde 1975 y embriones inmaduros existen reportes en 1989 por Koetje et al., y finalmente 
Abe y Futshuhara desde 1986  hicieron el reporte inicial del uso de semilla madura 
logrando regenerar una planta de arroz. Todos estos han sido implementados con relativa 
eficiencia alcanzada sobre los materiales japónicos, pero muestran una menor respuesta en 
los materiales índica, utilizados y comercializados principalmente en América (Kawata, 
1968; Abe y Futshuhara, 1986; Koetje et al., 1989; Shu y Wei, 1980; Nakano y Maeda, 
1975). 
1.4.3. INDUCCIÓN DE CALLOS 
Las condiciones en las cuales crece el explante son el resultado de la interacción de 
factores: el estado del explante o material vegetal, el medio de cultivo, el recipiente de 
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cultivo y el ambiente externo o condiciones de crecimiento del cuarto de cultivo (Xiaojia, 
et al.,  2006). La capacidad de respuesta de los explantes a un mismo medio de cultivo 
puede cambiar con el número de subcultivos, el tipo de explante subcultivado y el método 
del repique (Rancé 1994; Kothari et al., 1995; Zhang, 2004; Carsono, 2006). 
 
El medio de cultivo debe optimizarse a fin de lograr la mayor tasa de multiplicación 
vegetativa. Comúnmente se emplea como medio basal el medio MS completo, sugerido 
por Murashige & Skoog (1962), suplementado con 3% de sacarosa como fuente de 
carbono. A este medio se le adicionan además reguladores de crecimiento, tanto del tipo de 
auxinas como de citoquininas (Asit, 2003; Ge et al., 2006; Kothari, 1995; Saharan et al., 
2004; Carsono, 2006; Zhang, 2004). 
La etapa de multiplicación generalmente comprende dos períodos, la fase de iniciación y la 
fase de multiplicación (Levitus et al., 2010). La primera fase implica, generalmente, el 
empleo de concentraciones elevadas de reguladores de crecimiento (generalmente de 
auxinas más que citoquininas) para favorecer la desdiferenciación. La segunda etapa 
requiere del empleo de un balance hormonal adecuado para favorecer los procesos de 
diferenciación y multiplicación celular. En este caso, el sistema es más dependiente de 
reguladores del tipo de las citoquininas  (Seraj et al, 1997, Xiaojia et al., 2006). 
 
1.4.4. SIEMBRA DE CALLOS O SUBCULTIVO 
El subcultivo, como la desecación parcial por algunas horas o semanas de formación del 
callo, ha mostrado interesantes resultados que permiten mejorar la técnica con  menor 
fragilidad del callo obtenido (Lin y Zhang, 2005).Como parámetros similares, muchos 
medios usan el MS, y todos usan el 2-4,D como regulador de crecimiento (Pons et al, 
2000; Roca, 1993). Por las condiciones de cultivo in vitro, deben estimarse estos factores 
con toda rigurosidad para lograr estandarizar un protocolo que estará compuesto por los 
anteriores componentes más todos los nutrientes necesarios para el establecimiento 
eficiente de los regenerantes. 
  
1.4.5. REGENERACIÓN DE PLANTAS 
El mejoramiento de la capacidad de regeneración en los cereales, incluido el arroz, se ha 
mantenido en constante evolución durante la última década mediante el uso de diversas 
estrategias en los diferentes cultivos de interés económico y social  (Vallejo y Estrada, 
2002) 
Los procesos de regeneración ocurren en fases consecutivas: la fase de desdiferenciación, 
donde las células se vuelven competentes para responder ante cualquier estímulo 
organogénico o embriogénico. La fase de inducción, donde las células se determinan para 
formar un órgano o embrión. y la fase de realización, donde se forma el órgano o embrión 
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propiamente dicho (Echenique, 2004). Estas fases están directamente afectadas por el 
balance hormonal del medio de cultivo, por lo cual la optimización de los protocolos de 
regeneración debe realizarse teniendo en cuenta los requerimientos intrínsecos de los 
genotipos en cada fase del cultivo. Así, el proceso de desdiferenciación generalmente es 
promovido por una auxina, las células no responden al estímulo organogénico pero 
adquieren esa competencia durante una fase de desdiferenciación. La fase de inducción, 
por un balance hormonal específico del órgano o embrión a formarse; las células son 
receptivas al estímulo morfogénico y hay una relación directa con el tipo, concentración y 
combinación de reguladores del crecimiento agregados al medio de cultivo y el órgano a 
desarrollar. Y la fase de realización, por una disminución de la concentración hormonal en 
el medio de cultivo; la célula sufre las sucesivas divisiones para formar el órgano 
determinado. (Roca, 2002, Zhang, 2004, Levitus et al, 2010). 
La regeneración de plantas in vitro está orientada a proveer plantas libres de patógenos, 
propagar material (seleccionado por su mayor rendimiento o por su mayor resistencia a 
enfermedades y estrés ambiental), conservar la diversidad específica en bancos de 
germoplasma, obtener material para estudios fisiológicos y genéticos y sentar las bases 
para la aplicación de técnicas de ingeniería genética (Echenique et al., 2004; Roca, 1993).  
Existen diferencias entre el cultivo de tejidos in vitro normal y el cultivo de tejidos para 
transformación, en el que para el segundo puede existir una posibilidad genotípica de 
toxicidad antes del desarrollo de los callos con los antibióticos (Lin et al., 2005; Levitus et 
al., 2010). La primera transformación fiable mediada por Agrobacterium para el arroz se 
informó en 1994. A pesar de que el proceso fue reproducible y considerado un avance en 
la biología y mejoramiento de arroz, a partir de este evento, cada grupo o programa de 
mejoramiento que requiera usar transformación genética o utilizar su germoplasma hacia 
un sistema de regeneración generado in vitro, requiere de la propia implementación de 
protocolos estandarizados sobre los genotipos propios (Pagliano, 2004). 
 
1.5 INTERACCIÓN GENOTIPO POR AMBIENTE 
El sistema de regeneración obtenido puede usarse para la producción en masa de plantas 
libres de enfermedades, mediante técnicas de propagación y regeneración, que una vez 
estandarizadas garantizan menor tiempo y costos con respecto al esquema convencional 
(Echenique et al., 2004; Levitus et al., 2010; Roca, 1993); con ello el aporte que sobre 
estos resultados se haga validando la interacción genotipo por ambiente, permitirá observar 
las mejores condiciones en los sustratos utilizados y los mejores genotipos según su 
respuesta en cada protocolo, considerando todos sus componentes. 
Como ha sido mencionado, los trabajos realizados sobre variedades de arroz han 
demostrado la necesidad de tener un método de regeneración como base principal para 
trabajar con germoplasma propio en el desarrollo de los métodos biotecnológicos, y 
adicionalmente a esto se hace relevante el concepto de interacción “genotipo por 
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ambiente” necesario para el desarrollo de cualquier material en las condiciones y medios 
adecuados en los que se requiera una respuesta estable (Delseny et al., 2001; Ramirez, 
2007; Sanint, 2000).  
El genotipo y la composición de los nutrientes del medio de cultivo son el mayor recurso 
de variación en cultivos in vitro. De hecho, diferencias en los genotipos han demostrado 
respuestas discrepantes a través de estrategias dispares, tales como: manipulación de 
nutrientes, desecación parcial de callos, manipulación de los niveles de fitohormonas, 
carbohidratos, agentes gelificantes y mejora de las condiciones de cultivo; así mismo, 
diferentes reportes muestran cómo el sistema de regeneración en arroz puede ser afectado 
por muchos componentes: el genotipo, el estado de desarrollo del callo en el explante, las 
condiciones ambientales (Lin y Zhang, 2005; Saharan et al., 2004; Shoeb et al., 2001; 
Wang, 1990; Zhu y Wu, 2008). 
Diferentes programas de mejoramiento y entidades de investigación han obtenido y  tienen 
sistemas de regeneración de alta eficiencia para el arroz de tipo japónica (Datta et al., 
1990; Ozawa et al., 2003). En el arroz índica, sin embargo, los métodos robustos 
ampliamente aplicables y la regeneración no se han establecido, a pesar de los grandes 
esfuerzos invertidos en el cultivo in vitro de los arroces tipo índica (Wang-Dayuan 1990; 
Lin et al., 2005). Los protocolos exitosos publicados para el cultivo de arroz índica en gran 
medida son genotipo dependientes, lo cual limita su uso y reproducibilidad en diferente 
germoplasma (Rachmawati y Hiroyuki, 2006).  
Los casos reportados de transformación mediada por Agrobacterium en arroz son cada vez 
más específicos o se vuelven particulares para cada programa de mejoramiento y pueden 
presentarse con una baja eficiencia de transformación (Wang Dayuan 1990; Mohanty 
Amitabh 1999; Toki et al., 2006)  o son exitosos solamente para genotipos específicos (Lin 
y Zhang, 2005). Por ello muchos de estos estudios han sido útiles solamente para la 
variedad o genotipo estudiado. 
Regularmente se obtienen nuevos o mejorados métodos de regeneración en arroz, pero 
cada vez que otro grupo de investigación intenta probar la universalidad de algún método, 
resulta no adaptable a nuevos genotipos o es necesaria la manipulación y cambios en el 
mismo (Ge et al., 2006) para que pueda ser utilizado uniformemente en las variedades de 
cada programa de mejoramiento (Ozawa, 2009; Zhu y Wu, 2008).  
La consideración hecha por diferentes autores que reportan tener un método eficiente de 
regeneración de plantas de arroz (Abe y Futsuhara, 1986; Lee et al. 2002), pero que no es 
adaptable a cualquier genotipo de la especie hace más difícil el uso público de estos 
resultados si se pretende usar con fines comerciales. Por ello es necesario probar tanto los 
protocolos que permitirán definir con precisión las condiciones o medios aceptables como 
definir claramente los genotipos que deban participar en procesos de regeneración, 
teniendo en cuenta que serán usados de diferentes formas en procesos que permitan el 
avance de acuerdo a los objetivos de los programas de mejoramiento (Vallejo y Cabrera 
2002; Zhu y Wu 2008; Ozawa 2009; Levitus et al., 2010). 
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Para definir un método para establecer un sistema de regeneración de plantas a partir de 
explantes, se necesita además de un protocolo específico, genotipos que den respuesta a 
esas condiciones creadas controladas y finalmente evaluar cuál es la importancia de estos 
protocolos sobre los mismos. 
Una buena aproximación para determinar valores o índices ambientales a las condiciones 
la presenta el método de Eberhart y Russell (1966); el cual entrega información sobre la 
relación lineal que existe entre el rendimiento de las variables en los genotipos y la medida 
de los efectos ambientales, detecta y mide la dispersión alrededor de la línea de regresión, 
es decir, mide la respuesta de la variable en estudio y su estabilidad, lo cual es una 
aproximación arriesgada desde el punto de vista de cultivo in vitro, pero hace interesante 
su utilización, considerar las condiciones genotipo dependientes que muestran los 
cultivares en investigaciones de este tipo. 
Para este caso es importante definir los conceptos de genotipo, dadas las posibles 
respuestas y diferencias en la manipulación in vitro, por ello se define su concepto 
según Allard:  
Genotipo: Es la constitución hereditaria completa de un organismo expresada como 
latente. Comprende por lo tanto todos los genes localizados en los cromosomas y los 
factores de herencia citoplasmática. Ambiente: Suma total de todas las condiciones 
externas que afectan el crecimiento y desarrollo de un organismo, Suelo (textura, 
propiedades físicas y químicas, profundidad etc.), clima (lluvia, temperatura, 
radiación etc.), humedad edáfica, malezas, plagas (insectos, enfermedades), manejo 
agronómico (densidades de población, fertilización, riego etc.)  (Allard, R. W., 1968). 
 
1.2.  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
El presente trabajo se desarrolló en la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá, en 
el laboratorio de Biología Molecular del Departamento de Biología, con el apoyo logístico 
y profesional del Grupo de ingeniería genética de plantas. El cuarto de establecimiento del 
material vegetal estuvo en el Instituto de Genética 
 
Como material vegetal se utilizó semilla de las variedades Fedearroz 2000, Fedearroz 50, 
Fedearroz 369 y CICA 8 (F2000, F50, F369 y CICA8), provenientes de los Centros de 
Investigación de Fedearroz – Fondo Nacional del Arroz de Colombia. 
2.1.  PROCESO DE DESINFESTACION 
Para definir el proceso de desinfestación de los explantes a utilizar, se realizaron dos 
ensayos en los que se determinó la concentración óptima de NaClO y los tiempos de 
inmersión de esta como la principal variable que afectaba el desarrollo de los explantes y 
la viabilidad del explante o germinación como la segunda variable de interés. 
 
Los ensayos de desinfestación del material vegetal (semilla madura) se utilizaron 
concentraciones desde 2,5 hasta 5% de NaClO en los tiempos de inmersión descritos en la 
tabla 2-1. En el segundo ensayo se definieron tiempos de inmersión en dos intervalos y 
cambios de recipiente para el enjuague con agua estéril. Como se detalla el proceso en los 
resultados obtenidos; al testigo solamente se le realizaron enjuagues con agua esteril (o 
concentracion de Hipoclorito de Sodio). 
 
El proceso implico un descascare manual, alcohol al 70%, Tween y agua estéril como 
reactivos. 
 
Tabla 2-1: Tratamientos realizados para desinfestar los explantes a desarrollar en 
condiciones in vitro. 
Tratamiento Concentración 
% Hipoclorito 
de Sodio 
Tiempos de 
inmersión (minutos) 
Ensayo 1 2,5 0, 15, 30, 45 
 3 0, 15, 30, 45 
 4 0, 15, 30, 45 
 5 0, 15, 30, 45 
Ensayo 2 3 0, 15+15, 30, 20+20 
   
Para el primer ensayo se realizó un análisis de varianza para un diseño completamente al 
azar con arreglo factorial 4x4 y para el segundo ensayo un diseño completamente al azar.  
Las variables evaluadas fueron: 
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Porcentaje de desinfestación: Explantes desinfestados superficialmente (por hongos y 
bacterias)/explantes evaluados por 100.  
Viabilidad: Número de embriones coloreados/embriones evaluados por 100. 
Germinación: Número de semillas germinadas/semillas evaluadas por 100. 
 
2.2. EVALUACION DE LA RESPUESTA DE LOS EXPLANTES 
Para confirmar la calidad y ventajas del explante definitivo a utilizar, se verificó si además 
de la semilla era posible utilizar algún otro explante de la planta de arroz, razón por la cual 
se tomaron cinco tejidos de diferentes partes de las plántulas de arroz: macolla, hoja, tallo, 
raíz y semilla. Se evaluaron los porcentajes de callogénesis en los diferentes explantes 
sobre los medios de cultivo a utilizar. Cada uno de los explantes fue utilizado ubicando 
diez unidades muestrales, con diez unidades observacionales en los diferentes medios de 
cultivo propuestos para este trabajo, que fueron: MS (Murashige y skoot, 1962), al 100% y 
al 150%;L3(Lin y Zhang, 2005), N6D (Chu et al., 1975); NB5 (Chu et al., 1975 y 
Gamborg et al, 1968). 
 
Los explantes fueron tomados de plantas desarrolladas in vitro en medio MS y 20 días 
después de germinadas se realizaron disecciones para tomar cada una de sus partes y 
llevarlas a cada uno de los medios de inducción de callos definido; en el caso de la semilla, 
esta paso previamente por el proceso de desinfección para ser llevada a condiciones in 
vitro. 
 
Las variables evaluadas fueron: 
Callogenesis: Número de callos obtenidos/número de explantes sembrados por 100. 
 
2.3.  DETERMINACIÓN DE LOS PROTOCOLOS EVALUADOS 
Para la selección de los protocolos (se entenderán estos como la suma de factores que 
componen un medio de cultivo, tiempos, condiciones y componentes), se tuvo en cuenta la 
respuesta obtenida en anteriores investigaciones (de acuerdo con la literatura relacionada), 
cuyos resultados hubieran sido obtenidos sobre Oryza sativa sub. índica, y adicionalmente 
hubieran mostrado aplicación para transformación genética. Se tomaron los protocolos que 
estuvieran definidos y presentaran porcentajes de callogénesis y regeneración en los 
resultados. Por esto, fueron utilizados en este trabajo siete protocolos, uno de ellos con 
modificaciones propias; las fases de los protocolos se relacionan en la Figura 2-1 . 
(Mohanty et al., 1999; Shoeb et al., 2001; Saharan et al., 2004; Lin y Zhang, 2005; 
Carsono, 2006; Toki et al., 2006). 
Igualmente, en esta búsqueda se definieron los protocolos con resultados y variantes en 
términos de diferencias en cuanto a tipo de medios, en los componentes de los medios, en 
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tiempos de establecimiento y a la practicidad del protocolo, logrando contener en estos 
protocolos una variabilidad posible de características.  
Una de las diferencias en los protocolos evaluados fue el tiempo de desarrollo de cada 
estos, como lo indica la figura, donde además se observa como el subcultivo fue cero para  
tres de ellos no requerían la fase de subcultivo. 
 
 
 
 
Figura 2-1: Distribución general de las fases y tiempo de los protocolos evaluados.  
En cada caja de texto se relacionan los rangos de tiempo de cada etapa. 
 
Los medios utilizados para el cultivo de tejidos (incluyendo las fases de inducción de 
callos, subcultivo y regeneración de plantas) que se utilizaron como tratamientos fueron: 
MS básico, DL3, REIII, N6D, DI, L3 y NB5. Una vez confirmada la respuesta de las 
variedades al protocolo implementado, se realizaron los ensayos que permitieron 
confirmar su reproducibilidad. 
Las variaciones para los diferentes medios utilizados se presentaron tanto en tiempo como 
en los componentes de cada protocolo, desde las sales nutrientes, pasando por los 
reguladores de crecimiento, componentes orgánicos, fuentes de carbono, hasta los agentes   
gelificantes, como aparece en las tablas 2-2 y 2-3. 
 
2.3.1. FASE DE INDUCCIÓN DE CALLOS 
Las fases variaron ampliamente para los diferentes protocolos, siendo la de inducción de 
callos la más duradera y variable: de 15 a 28 días (2 a 4 semanas), según lo proponen 
algunos investigadores (Mohanty,1999; Shoeb et al., 2001; Saharan, 2004; Lin y Zhang 
2005; Carsono, 2006; Toki et al.,, 2006). 
En la inducción de callos se utilizaron 4 tipos de medios de cultivo diferentes, donde 
predominó el medio MS en diferentes porcentajes de sus componentes (al 100 y 150%), 
siendo la principal hormona la auxina 2,4-D (Acido 2,4-Diclorofenoxiacético). 
 
En cuanto a los nutrientes minerales, se destaca la alta concentración de nitrógeno y 
potasio en todos los protocolos, tal como se requiere para suplir las necesidades 
nutricionales del explante como si fuera a desarrollarse en plantas enteras en condiciones 
ex vitro.  
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Tabla 2-2: Componentes de los medios requeridos en la etapa de inducción de callos, en 
cada uno de los protocolos evaluados. En la parte superior se observan los medios 
estandarizados y hacia abajo los demás componentes del medio agrupados por tipo. 
Componentes medios mg/L 
PROTOCOLOS 
1 2 3 4 5 6 7 
Medios 
 
MS 150% MS MS  L3  MS N6D NB5 
Fitohormonas 2-4D amina 1,5 2 2,5 3 3 2 3 
Vitaminas 
Tiamina 0,6 0,4 0,4 1 10 1 10 
Piridoxina 0,75 0,5 0,5 1 1 0,5 1 
Ácido nicotínico 0,75 0,5 0,5 1 1 0,5 1 
i-Inositol 150 100 100 100 100 100 100 
Aminoácidos 
Glicina 3 2 2 2   2   
Ácidos casaminos           300   
Glutamina       500 800   800 
Prolina     500 500       
Caseína hidrolizada     500         
Fuentes de 
carbono 
Sacarosa gr/L 30   30 30 30 30 30 
Maltosa             8 
Gelificantes 
Agar gr/L   6     8     
Gelrite gr/L     2,5     4   
Phytagel gr/L 4     2,5     2,5 
 
 
2.3.2. FASE DE SUBCULTIVO 
La etapa de subcultivo considerada como la fase intermedia entre inducción de callos y 
regeneración varió desde cero, cuando no se requirió, hasta 28 días. En esta etapa 
adicionalmente se propuso la desecación parcial de callos, como un paso intermedio que 
comprendió 48 horas. 
 
Tabla 2-3: Componentes de los medios requeridos en la etapa de subcultivo, en cada uno 
de los protocolos evaluados, en la parte superior se observan los medios estandarizados y 
hacia abajo los demás componentes del medio agrupados según su tipo. (sin): se refiere a 
que el protocolo no requirió esta fase 
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Componentes Medios mg/L 
    PROTOCOLOS       
1 2 3 4 5 6 7 
Medios   
MS 
150% 
Sin 
Callos 
desecados  
L3 NB5 Sin NB5 
Fitohormonas 2-4D 1,5     2,5 3   3 
Fuentes de carbono 
Maltosa gr/L       30 30   30 
Sacarosa 30             
Aminoácidos 
Prolina       500 500   500 
l-Glutamine       500 500   500 
Ácidos 
casaminos 
1             
Gelificantes Phytagel gr/L 4     2,5 2,5   2,5 
 
 
2.3.3. FASE DE REGENERACIÓN 
La etapa de regeneración tuvo un mínimo de 21 días; de acuerdo con esto, el tiempo final 
de todo el protocolo de regeneración dependió de la formación de los regenerantes, que se 
presentó al cabo de 7 a 10 semanas. Los medio de cultivo evaluados corresponden a los 
protocolos 1 a 7 y se describen a continuación en la tabla 2-4:  
 
Tabla 2-4: Componentes de los medios requeridos en la etapa de regeneración, en cada 
uno de los protocolos evaluados, en la parte superior se observan los medios 
estandarizados y hacia abajo los demás componentes del medio agrupados según su tipo. 
Componentes Medios mg/L 
PROTOCOLOS 
1 2 3 4 5 6 7 
Medios   MS MS MS DI NB5 REIII NB5 
Fitohormonas 
ANA     0,5 0,2 0,5 0,02 0,5 
AIA       0,2 0,5   0,5 
BAP 1 0,5   2 3   3 
Kinetina     2 2 3 2 3 
Vitaminas 
Tiamina 0,4 0,4 0,4 1 10 0,1 10 
Piridoxina 0,5 0,5 0,5 1 1 0,5 1 
Ácido nicotínico 0,5 0,5 0,5 1 1 0,5 1 
i-Inositol 100 100 100 100 100 100 100 
35 
     
 
Componentes Medios mg/L 
PROTOCOLOS 
1 2 3 4 5 6 7 
Fuentes de 
carbono 
Sacarosa gr/L 30   30     30   
Maltosa gr/L       30 30   30 
Sorbitol           30   
Aminoácidos 
Caseína 
hidrolizada 
1   500 800 800 2000 800 
Prolina     500 500 500   500 
Glicina            2   
Glutamina       500 500   500 
Gelificantes 
Gelrite gr/L     6     4   
Phytagel gr/L 4     2,5 3   3 
 
Finalmente, el tiempo de los protocolos varió desde 50 hasta 80 días en su totalidad, 
pasando por las diferentes etapas de inducción de callos, subcultivo y regeneración como 
se observa en la tabla 2-5. 
Tabla 2-5: Cronograma por semanas del tiempo transcurrido en los diferentes protocolos 
por etapas. 
  SEMANAS 
PROTOCOLOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
P1 IC S  R           
P2 IC R             
P3 IC D  R           
P4 IC S R   
P5 IC S R 
P6 IC R             
P7 IC S R 
IC: Inducción de callo S:Subcultivo R: Regeneración    Tiempo muerto (Final de protocolo) 
 
Los protocolos utilizados muestran que la totipotencia de las células componentes de los 
explantes se cumple cuando se genere un medio de cultivo, entendido como el conjunto de 
sales inorgánicas y compuestos requeridos en las concentraciones adecuadas para la 
nutrición y manipulación de los explantes en condiciones in vitro. 
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Respecto a las sustancias reguladores de crecimiento, todos los protocolos requirieron 2,4-
D como hormona para inducir la proliferación de callos, variando desde 1,5 a 3 mg/L, 
según el protocolo a utilizar.  
 
La fuente de carbono utilizada en la fase de inducción y regeneración en la mayoría de los 
protocolos fue sacarosa al 3%; ya en el subcultivo fue maltosa en concentración del 3%, 
junto con la glucosa, fuentes que son las más utilizadas en los diferentes medios 
desarrollados para cultivo in vitro. 
 
Las vitaminas o sustancias vitamínicas están representadas en los diferentes protocolos en 
moléculas como tiamina, piridoxina, acido nicotínico y mio-inositol, con variaciones de 
acuerdo con el protocolo. Comúnmente, los reactivos utilizados en mayores 
concentraciones fueron: mio-inositol con 100mg/L y tiamina, desde 0,4 a 1 mg/L. 
 
Los agentes gelificantes que se utilizaron en las diferentes etapas de los protocolos para el 
establecimiento del sistema de regeneración fueron: Agar, Phytagel y Gelrite. Siendo el de 
mayor uso y mayor volumen en concentración el Agar. Los aminoácidos fueron utilizados 
como otros compuestos adicionados al medio. Predominaron, en la fase de inducción, la 
glicina y la glutamina; mientras que en la fase de regeneración predominaron la caseína y 
la prolina. 
En cualquiera de los protocolos propuestos se busca la formación de plantas regeneradas a 
través de la morfogénesis indirecta, descrita por Hick en 1980, la cual es la diferenciación 
de órganos a partir de callos (proliferación de células en forma desordenada y sin 
funciones predeterminadas). Este proceso estará condicionado a la formación de 
meristemoides, como Torrey llamó en 1966 al  conjunto de células agrupadas a modo de 
esferas, y que son responsables de la diferenciación de los nuevos órganos (Hicks, 1980). 
 
2.3.4.  CONDICIONES IN VITRO: 
Estas se definieron buscando condiciones óptimas para el desarrollo de plantas de arroz en 
los cuartos de crecimiento construidos para tal fin, bajo condiciones controladas y normas 
de bioseguridad; con una temperatura promedio de 28ºC +/- 2, humedad relativa 60% +/-5 
y fotoperiodo de 16/8 horas. 
 
Se realizaron dos ensayos de evaluación de los protocolos seleccionados. Las mediciones 
se realizaron, según la etapa de evaluación, cada semana de acuerdo con el  medio de 
cultivo en proceso, teniendo en cuenta la finalización de las dos principales etapas 
(inducción de callos y regeneración). Se registraron las variables de interés principal: 
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callogénesis (%) y regeneración, junto con tamaño de los callos formados y oxidación 
presente.  
Las variables evaluadas fueron: 
Callogenesis (%): (número de callos obtenidos/número de explantes sembrados) por 100. 
 
Tamaño de callo: medida del diámetro del callo producido en mm 
Regeneración: número de regenerantes producidos. 
 
El establecimiento del sistema de regeneración se realizó bajo estricta asepsia, buscando 
que la única contaminación fuera la procedente de los explantes, la cual fue controlada con 
el proceso de desinfestación definido inicialmente. 
 
Se introdujo a condiciones in vitro la semilla de las variedades y se sembraron en los 
medios de cultivo, en frascos contenedores cerrados con parafilm, con el fin de tener diez 
repeticiones de cada tratamiento, para sumar 100 explantes de cada variedad en cada 
protocolo, para un total general de 2800 explantes por ensayo realizado. 
 
El avance de los procesos de callogénesis en algunos tratamientos mostró la dependencia 
de la regeneración a partir de los callos formados, lo que ocasionó que en algún protocolo 
de regeneración se perdieran una o más replicas y/o tratamientos de acuerdo con el 
resultado ocurrido de callos obtenidos, en donde la regeneración dependió claramente de 
los callos producidos. 
 
2.4. DETERMINACIÓN DE LA INTERACCIÓN ENTRE PROTOCOLOS 
Y VARIEDADES 
Para el análisis de interacción “genotipo por protocolo” se utilizó la información de las 
medias obtenidas para porcentaje de callogénesis en los ensayos realizados, donde se 
evaluaron los cuatro genotipos de arroz (Fedearroz 50, F369, F2000 y CICA8) en los siete 
protocolos definidos (P1…P7) 
Los métodos de evaluación de variedades en los cuales se realiza una descomposición de 
la interacción Genotipo por Ambiente (GxA) ha sido muy útil para identificar genotipos 
estables. Según Allard (1967) los avances genéticos al seleccionar en un programa de 
mejoramiento, dependen de diferentes factores fundamentales: de la variabilidad genética 
entre los diferentes individuos, del efecto de enmascaramiento del ambiente y sus 
componentes de interacción sobre esta variabilidad, y de la intensidad de selección 
aplicada. Para este caso consideramos los ambientes como los protocolos evaluados, dadas 
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sus diferencias en cuanto a nutrientes, fitohormonas y demás componentes del medio, 
como sustrato para los explantes en desarrollo y los genotipos fueron las 4 variedades. 
Se han desarrollado diferentes metodologías para estimar los parámetros de estabilidad e 
indicar la estabilidad de los materiales evaluados, las cuales han sido ampliamente usadas 
en sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), maíz (Zea maysL.), arroz (Oryza sativa L. ), 
trigo (TriticumaestivumL.), frijol (PhaseolusvulgarisL.) y muchos otros cultivos. Eberhart 
y Russell (1966) proponen como parámetros de estabilidad el coeficiente de regresión y la 
desviación de la regresión; consideran una variedad estable aquella con B1= 1 y S2di = 0; 
otras consideraciones de valores para estos parámetros serán inestables. Y de esta forma se 
puede observar la respuesta de los genotipos en diferentes ambientes y estimar de acuerdo 
a ello el comportamiento bajo diferentes condiciones externas al genotipo. 
El método de Eberhart y Russell (1966) entrega información sobre la relación lineal que 
existe entre el rendimiento o variables de los genotipos y la medida de los efectos 
ambientales. Además, detecta y mide la dispersión alrededor de la línea de regresión, es 
decir, mide la respuesta de la variable en estudio y su estabilidad 
Desde este punto de vista y siguiendo este modelo se realizó la aproximación donde se 
consideran a las variedades como los genotipos evaluados y a los protocolos como los 
ambientes bajo los cuales se desarrollaron los explantes (sustratos con diferentes 
componentes del medio y su interacción). 
 
2.5. MODELO ESTADÍSTICO PARA EL DISEÑO EXPERIMENTAL  
Para el análisis de varianza (ANOVA) se utilizó el diseño completamente al azar con 
arreglo  factorial para dos factores A y B. De esta forma el modelo de diseño es: 
 
1,2,... , 1,2,... , 1,2,...i j kijk i j ij ijky A B AB  
 
Donde yijk es la variable observada en la k-ésima repetición en el i-ésimo nivel del factor A 
y el j-ésimo nivel del factor B;  Ai representa el efecto causado por el i-ésimo nivel del 
factor; Bj es el efecto causado por el j-ésimo  nivel del factor B; ABij es el efecto causado 
por la interacción del i-ésimo nivel del factor A y el  j-ésima nivel del factor B; µ es la 
media general sin considerar el efecto de los factores y  ɛ ijk  es el error aleatorio debido a 
factores no controlados. Se utilizó la prueba de Tukey para la comparación entre pares de 
medias de los tratamientos. Los resultados se consideran significativos  para un nivel de 
significancia del 5%.  
Adicionalmente para la interacción de los protocolos con las variedades se realizó el 
análisis de interacción genotipo por ambiente por el método de Eberhart y Rusell para 
determinar los parámetros de estabilidad y adaptabilidad en los genotipos evaluados. El 
análisis combinado de estabilidad se realizó bajo el modelo de Eberhart y Russell (1966): 
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Yij = μi + βi + Ij + Sij 
 
Yij = media varietal de la i-ésima variedad en el j-ésimoambiente (1=1,2...v; J=I,2,3...n). 
μi = la media de la i-ésima variedad a través de todos los ambientes. 
βi = coeficiente de regresión que mide respuesta de la variedad i en varios ambientes. 
Ij = índice ambiental obtenido como el promedio de todas las variedades en el j-ésimo 
ambiente menos la media general. 
Sij = desviación de regresión de la variedad i en el ambiente j. 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
La calidad de semilla se evaluó de acuerdo al porcentaje de germinación, en medio 
húmedo (comprende una estopa o papel absorbente constantemente humedecido, en 
bandejas germinadoras) y la viabilidad se evaluó en la prueba de tetrazolio; los porcentajes 
de viabilidad observadas fueron superiores al 90%, con rangos de 91 hasta 100% en todas 
las variedades y un promedio general del 96%, lo cual está por encima de los estándares 
comerciales que exigen porcentajes de germinación por encima del 80% para la semilla 
certificada (Tabla 3.1). 
 
Tabla 3-1: Valores promedio en porcentajes de la germinación y viabilidad de la semilla 
recibida del centro de investigación Las Lagunas en las 4 variedades utilizadas. 
 
Variables/Variedades CICA 8 F 2000 F 369 F 50 
Viabilidad 93,3 95,0 98,5 92,4 
Germinación 93,3 92,0 93,0 87,7 
Promedio Gral 93,3 93,5 95,7 90,0 
 
 
3.1.   ENSAYOS DE DESINFESTACIÓN 
 
Se tomaron 100 semillas por variedad, teniendo en cuenta cuatro variedades CICA 8, F 
2000, F369 y F 50, distribuidas en diez réplicas. Para el análisis se tomó la réplica como el 
promedio de las cuatro variedades. Se utilizó un modelo completamente al azar con 
estructura factorial para probar a través de un análisis de varianza (ANOVA) si existen 
diferencias significativas en el porcentaje de semilla desinfestada y el porcentaje de 
germinación para la interacción de cuatro niveles de concentración de hipoclorito (NaClO) 
y cuatro tiempos de inmersión.  
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 Figura 3.1. Porcentaje de semillas desinfestadas según tiempos de inmersión (0,15,30 y 
45 minutos) y concentraciones de NaClO (2,5, 3,4,5%) 
 
 La Figura 3.1. Muestra los promedios para los tratamientos donde se aprecia que el 
porcentaje de semillas desinfestadas se incrementó a medida que se aumenta el tiempo de 
inmersión así como también el nivel de concentración de hipoclorito de sodio. Siendo 
todos los tratamientos superiores en desinfestación que el control sin hipoclorito. Por otra 
parte la figura  3.2. muestra como el porcentaje de germinación se ve afectado por el 
incremento en la concentración y el tiempo de inmersión.  
.  
 
Figura  3.2. Porcentaje de semillas germinadas según tiempos de inmersión (0,15,30 y 45 
minutos) y concentraciones de NaClO (2,5, 3,4,5%). 
 
2.5%NaClO              3%NaClO             4%NaClO            5% NaClO 
2.5% NaClO            3%NaClO                   4%NaClO                 
5%NaClO 
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El análisis de varianza indicó que existen diferencias significativas entre las medias de los 
tratamientos, debido a que existe diferencias para la interacción de las concentraciones y el 
tiempo de inmersión para el porcentaje de desinfestación (valor p 0.024) y para el 
porcentaje de germinación (valor p 0.013). Los resultados de la prueba de Tukey para 
comparaciones múltiples se resumen en el grafico 3.3 y 3.4. 
 
 
Figura  3.3. Prueba de Comparación de Tukey para porcentaje de desinfestación. 
Tratamientos (Interacción entre el Tiempo de inmersión y la concentración de NaClO), 
letras diferentes en los tratamientos indican diferencias estadísticamente significativas al 
5%. 
 
Estos resultados permitieron observar como la calidad del explante a utilizar es tan 
importante como la desinfestación a realizar con un margen que permita obtener el menor 
numero de contaminantes y el menor daño al explante, así las diferencias mostradas por 
los dos últimos tratamientos en 45 y 30 minutos de inmersión el hipoclorito al 5% y 4% 
mostraron claras diferencias con el testigo sin desinfectar. 
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Figura  3.4. Prueba de Comparación de Tukey para porcentaje germinación. Tratamientos 
(Interacción entre el Tiempo de inmersión y la concentración de NaClO).letras diferentes 
en los tratamientos indican diferencias estadísticamente significativas al 5% 
 
Las comparaciones de medias permitieron observar como los tratamientos presentan 
diferencias estadísticamente significativas del control y a partir de 3% en la concentración 
de hipoclorito de sodio, con tiempos a partir de 30 minutos de inmersión del explante, no 
existen diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos evaluados en 
cuanto a  desinfestación. Lo que conduce a pensar que los mejores tratamientos se 
presentaron a partir de 30 minutos de inmersión en hipoclorito desde una concentración 
del 3%, según los valores arrojados a la derecha de la grafica.   
 
Las comparaciones entre los tratamientos para el porcentaje de germinación, mostraron 
como la inmersión en hipoclorito de sodio en tiempos de 45 minutos de inmersión afectó 
la germinación respecto a tratamientos de 15 minutos en 3% de concentración de 
hipoclorito y a los controles en cero (que solo se enjuagaban con agua estéril), lo que 
permitio identificar como las concentraciones mas altas de hipoclorito de Sodio estaban 
disminuyendo el vigor y calidad del explante a utilizar.  
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Figura 3.5. *Prueba de Comparación de Tukey para porcentaje de desinfestación según  
concentración de NaClO. **Prueba de Comparación de Tukey para porcentaje 
germinación según  concentración de NaClO. Letras diferentes en los tratamientos indican 
diferencias estadísticamente significativas al 5%. 
 
 
Analizando los valores de las concentraciones de hipoclorito, se determinó que una 
concentración del 3% lograba un alto porcentaje de desinfestación sin diferencias 
significativas con una concentración del 4% pero si con el 5%. Sin embargo, aunque los 
tratamientos se encontraban iguales estadísticamente, en la concentración más alta (5%) se 
observaba menor vigor de las plántulas y explantes color café,  que para la concentración 
del 3% no ocurriran. A partir de estos resultados se realizó un nuevo ensayo fijando la 
concentración en el 3% y variando el tiempo de 30 minutos a 40 minutos, agregando dos 
niveles donde se dividió el tiempo de inmersión buscando mantener este nivel de 
desinfestación, con el fin de lograr la menor afectación en el vigor y germinación de los 
explantes.  
 
 
Se realizó un segundo ensayo; dados los resultados anteriores en los que se determinó que 
una concentración óptima para la desinfestación teniendo en cuenta el porcentaje de 
germinación es del 3% de NaClO. Sin embargo fue necesario modificar los intervalos de 
tiempo de inmersión. A continuación se presentan los resultados para el segundo ensayo 
donde se consideró el tiempo cero como control, 30 minutos, 15+15 minutos y 20+20 
minutos, con el fin de mejorar la desinfestación sin afectar los porcentajes de germinación.   
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Figura  3.6. Porcentaje de Desinfestación y Germinación de acuerdo a los tiempos de 
inmersión (0,15+15, 30 y 20+20) en la concentración de 3% NaClO. *Comparaciones de 
Tukey para el Porcentaje de Germinación. **Comparaciones Tukey para el Porcentaje 
Desinfestación. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas al 
5% 
  
Los resultados del ANOVA indican que existen diferencias significativas entre los 
diferentes tiempos de inmersión (valor p 0.01). Los resultados de las comparaciones de las 
medias se muestran en el grafico 3.5 donde se aprecia que la inmersión de las semillas en 
dos intervalos de 15 minutos mejora el porcentaje de desinfestación respectoa al control. 
Sin afectar el porcentaje de germinación de estos explantes, el cual no estaba solamente 
determinado por la germinación, ya que fueron relevantes las observaciones respecto a 
menor vigor y clororis que presentaban los explantes germinados. 
 
Los resultados obtenidos permitieron definir un protocolo de desinfestación, a una 
concentración de 3% de hipoclorito a 30 minutos de inmersión en dos tiempos de 15 
minutos con intervalos y enjuagues entre ellos, mediante este proceso se logró tener el 
mayor rigor de desinfestación sin afectar la viabilidad y vigor del explante a utilizar. 
Permitiendo de esta forma un paso vital en la conservación de la calidad del explante y en 
anular o minimizar los contaminantes 
 
El proceso final de desinfestación quedo como aparece en la figura 3.7, donde de izquierda 
a derecha se realizan los pasos para todo el proceso. 
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Figura 3.7. Proceso de desinfestación utilizado para introducir los explantes a condiciones 
in vitro de izquierda a derecha los pasos se realizaron en un tubo plástico de 250 ml. 
 
Finalmente este proceso mostró que es tan importante la desinfestación de hongos y 
bacterias, como mantener la calidad y vigor del explante, ya que algunos autores como 
Carsono y Yoshida, 2006, dan mayor importancia a altos valores de NaClO (4,5 y 5%) 
hasta por 45 minutos de inmersión; pero los resultados obtenidos mostraron como estos 
valores causaban clorosis en el explante y claramente se veía disminuido el vigor en la 
germinación, siendo más importante una menor concentración a intervalos de tiempo de 
inmersión, para no afectar el explante, coincidiendo con valores como los reportado por 
Toki et al, 2006. 
 
3.2.  INTRODUCCIÓN IN VITRO Y SELECCIÓN DE EXPLANTES 
Para realizar este paso y seleccionar el explante a trabajar se determinaron además de la 
semilla madura (granos cosechados por debajo del 20% de contenido de humedad), los 
demás explantes tomados de una plántula germinada en medio MS a los 20 días de 
emergida; de allí se tomó la raíz, como la parte basal de la plántula sumergida en el 
sustrato. La macolla, definida como la base de la planta desde donde se forman los 
diferentes tallos de la planta. El tallo como  la zona verde de crecimiento vertical y 
cilíndrico y la hoja, como la parte aérea terminal de la planta. 
47 
     
 
Explante
%
 C
a
llo
g
e
n
e
s
is
TallosemillaRaizMacollaHoja
80
70
60
50
40
30
20
10
0
 
Figura  3.8. Diagrama de caja para el porcentaje de callogénesis de los explantes 
evaluados (Hoja, macolla, raíz, semilla y tallo).  
 
Con un análisis descriptivo, en este caso a través del Diagrama de caja, grafico construido 
con los cuartiles y la mediana, se denota claramente la superioridad en el porcentaje de 
callogénesis de la semilla sobre los demás explantes.   
 
La callogénesis obtenida en este ensayo mostró que los explantes hoja, raíz y tallo no 
produjeron ningún tipo de callo de las variedades. Solamente los explantes definidos como 
macolla y semilla produjeron callos, aunque la macolla en bajos porcentajes, como se 
observa en el gráfico. La falta de una respuesta positiva de los explantes como hoja, tallo y 
raíz, a estos medios puede deberse a la fragilidad de estos tejidos en manipulación in vitro, 
en el caso de la macolla se muestra como al ser tejido en plena diferenciación, se torna 
inestable y de variable respuesta, mostrando con ello como se coincide en que la semilla es 
el explante más indicado por los investigadores para utilizar en cultivo de tejidos, con 
respuestas positivas in vitro independientemente del germoplasma utilizado, coincidiendo 
esto con lo reportado con autores como Xiaojia et al., 2006. 
 
Con estos resultados quedó definida la semilla como el explante definitivo a utilizar con 
amplios márgenes en la producción de callos sobre los demás explantes utilizados, siendo 
contrario a los resultados de diferentes autores que proponen partes de la planta como 
explantes eficientes, como lo reportado por Mandal.(Mandal et al., 2003). 
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3.3. CALLOGÉNESIS 
Al definir la semilla madura como el mejor explante a partir de la descontaminación previa 
a su siembra en los medios de cultivo, en los protocolos evaluados se produjeron callos 
desde la segunda semana y hasta la tercera semana. A pesar de tener cuatro genotipos 
distintos, las diferencias físicas del explante inicial no superaron 2 mm en el largo de cada 
grano, lo que hacía muy homogéneo el explante inicial. No obstante, esta situación  no fue 
igual con los callos obtenidos, los cuales fueron globulares, alargados e irregulares con 
tamaños diversos, desde 2 hasta 18 mm, pero con promedios consistentes por variedad. 
 
Figura 3.9.  Desarrollo del proceso de callogénesis a partir de semilla madura en los 
protocolos evaluados. a) Caja de Petri con semilla sin cascara; b) Semilla con formación 
inicial de callo y raíz; c) Callo en formación entre la semilla  y la raíz en formación d) 
Plano lateral con el callo formado entre el grano y la raíz en formacion. 
En el análisis de la capacidad para producir callos de los explantes o callogénesis, se 
consideraron siete medios de cultivo definidos como protocolos y cuatro variedades. El 
análisis de varianza mostro que existen diferencias significativas en las medias del 
porcentaje de callogénesis para la interacción de los medios de cultivo con las variedades 
(valor p 0.01), para las variedades (valor p 0.01) y para los medios de cultivo (valor p 
0.01). Sin embargo el objetivo del estudio está enfocado en los medios de cultivo, por lo 
tanto en primera instancia se analizan los protocolos, con el fin de seleccionar los que 
tuvieron  mayor porcentaje de callogénesis para la siguiente fase. La figura 3.9. muestra 
los resultados para las comparaciones de Tukey. 
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Figura 3.10.  Prueba Comparación de Tukey para las medias del Porcentaje de 
Callogénesis según protocolo evaluado. Las letras diferentes indican diferencias 
estadísticamente significativas al 5%. 
 
El valor de la media general permitió determinar cómo hasta este paso del proceso se 
lograron obtener los callos necesarios para establecer el sistema de regeneración y cómo 
estos fueron utilizados para avanzar hacia la etapa de regeneración de acuerdo con el 
procedimiento propuesto por los autores en cada protocolo. Tres de ellos (P2, P3 y P6) no 
requieren subcultivo como paso intermedio entre la fase de inducción de callos y la fase de 
regeneración propiamente.  
 
De los resultados mostrados en la figura 3.10 es posible determinar como todos los medios 
utilizados produjeron callos en el explante utilizado, mostrando como las composiciones 
de cada uno de los medios usados en cada protocolo,  como la concentración hormonal 
están influenciando el desarrollo y formación de los callos en los explantes, en diferente 
medida mostrando como en esta etapa fueron controlados todos los factores tal como lo 
reportan Carsono y Yoshida, 2006 y otros autores, enunciando como el ambiente externo, 
el tipo de explante, el estado del explante, el medio y el recipiente pueden afectar la 
producción de callos, o afectarla al punto de no obtenerse resultados, cuando estos factores 
no han sido claramente establecidos. 
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Figura 3.11. Diagrama de caja para la media del tamaño en milímetros de los Callos 
obtenidos por protocolo evaluado, discriminando en color verde los 4 mejores tratamientos 
Los tamaños observados se dan para cada variedad en rangos y valores diferentes, siendo 
consistentes dentro de cada protocolo, pero diferentes por protocolos. La menor desviación 
se observó en el protocolo definido como P2, los callos presentaron principalmente 
consistencia compacta, globular , presentándose consistente en P6, P3, P5, P7 con callos 
de mayor tamaño. 
Las comparaciones entre los protocolos permiten definir como los protocolos P3, P1 y P6, 
presentaron los mayores valores de callogénesis, mostrando como los medios a base de 
MS, al 150% y al 100% y N6D fueron los que lograron producir la mayor cantidad de 
callos en las variedades evaluadas, coincidiendo hasta esta evaluación con lo reportado por 
Mohanty et al, 1999, Saharan et al, 2004 y Toki et al, 2006, para quienes estos métodos 
representan un método eficiente de producción de callos a partir de la semilla madura de 
arroz. 
En esta paso es importante el avance obtenido en cada protocolo para las diferentes 
variedades utilizadas, ya que esto permite iniciar el proceso de regeneración, siedo los 
callos el paso previo para obtener los regenerantes de cada variedad,  aunque esto no 
indique que cada callo vaya a producir el regenerante, según lo reportado por levitus et al., 
2010. 
 
Antes de llevar los callos producidos a medios de regeneración, tres de los protocolos 
presentaron fase de subcultivo con los medios MS, L3, y NB5,  dos de ellos no requirieron  
esta fase y uno, el protocolo 3 requería la desecación parcial, como fue enunciada para 
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cada caso y según tiempos y componentes en materiales y métodos. En esta fase se 
ocasiono el cambio de medios según el caso en busca de dar mayor consistencia a los 
callos obtenidos, buscando en los protocolos realizados que se cumpla lo expuesto por 
autores como Lin, 2005 y Roca, 1993; quienes mencionan esta etapa como un paso 
importante que permiten mejorar la técnica y disminuir la fragilidad de los callos 
obtenidos. 
La fase de subcultivo es recomendada por algunos autores para disminuir el efecto 
ocasionado por la pérdida de totipotencia resultante por el prolongado periodo en la fase de 
inducción de callos, pudiendo contrarrestarse con una etapa con menores concentraciones 
de fitohormonas. Otros autores, en cambio, consideran que la fase de subcultivo podría 
producir variación somaclonal no deseable o que periodos prolongados de esta etapa 
podrían causar la vitrificación y pérdida de los callos (Levitus et al., 2010). 
 
3.4.  REGENERACIÓN 
Los protocolos que incluyen subcultivo a partir de los callos obtenidos inician algunos con 
coloraciones verdes sobre los callos, sin embargo, los protocolos 2 y 6, que no requirieron 
subcultivo, también mostraron estas formaciones en los callos, debido al parecer que este 
tiempo prolongado no favorece la reestructuración de las células a la fase organogénica y 
por el contrario se ocasiona un desgaste mayor al prolongar la des diferenciación de los 
explantes. Lo que distingue al protocolo 3 es que, entre la inducción de callos y la 
regeneración, utiliza la desecación de callos por 48 horas en fase oscura. De acuerdo con 
lo observado, este paso ayudó a mejorar la consistencia de los callos, remover residuos del 
medio de inducción de callos y, en esa medida, permite un aumento en la absorción de los 
componentes del medio de regeneración; mientras esto en el medio de cultivo utilizado 
para los protocolos 1, 4,5 y 7 se observó la formación inicial de raíces . 
 
 
Figura 3.12. Plantas regeneradas a partir de los callos obtenidos. A) callo obtenido del 
explante semilla; b) callos con coloraciones verdes formando brotes en el medio de 
regeneración; c) regenerante obtenido en un callo; d) formación de diferentes plantas 
regeneradas. 
Con estos resultados se realizó un análisis de varianza para el promedio del número de 
callos regenerados en cada protocolo tomando como replicas las variedades el cual resulto 
52 
     
 
significativo (valor p 0.01), indicando diferencias. Los resultados de la prueba de Tukey se 
resumen en el siguiente gráfico 3.13. 
 
Figura 3.13. Comparación por la prueba de Tukey para las medias de la capacidad de 
proliferación de regenerantes en los callos,  según protocolos evaluados. Las letras 
diferentes indican diferencias estadísticamente significativas al 5%, donde el eje vertical 
muestra el numero de plántulas regeneradas. 
 
 
 
Figura 3.14. Calidad de los regenerantes obtenidos en las variedades y protocolos 
evaluados. a) Callo con brotes verdes; b) formación inicial del regenerante en Fedearroz 
50; c) formación de regenerantes en F369; d) Formación de regenerantes en CICA8; e) 
Regenerantes en F2000 
El grafico 3.13, permite observar las diferencias estadísticamente significativas que los 
protocolos P3 y P6 obtuvieron sobre los demás protocolos en cuanto al numero de 
plántulas regeneradas, lo que muestra como P5, P7, P1,P4 y P2 que se encuentran a la 
derecha de la grafica no están produciendo eficientemente los regenerantes a partir del 
numero de callos obtenidos previamente, especialmente P1, P4 y P2. 
53 
     
 
Al evaluar los regenerantes producidos en los callos obtenidos en cada uno de los 
protocolos, se observa como no existen  diferencias estadísticamente significativas entre 
los tratamientos P3 y P6, que no requirieron la fase de subcultivo en medio gelificado, y 
por el contrario, se produjo para el protocolo 3, desecación parcial y para el protocolo 6, 
no existió esa fase, llevando los callos directamente a fase de regeneración. El medio de 
cultivo fue MS para el protocolo P3 y REIII para el protocolo P6, los cuales se diferencian 
especialmente por la diferencia en cantidad de nitratos, siendo mayor para el P6; para este 
resultado igualmente se determina como 3 protocolos se observan con baja frecuencia de 
regeneración por el resultados obtenido, en P1, P2 y P4, refutando con esto lo propuesto 
por los autores  Mohanty, 1999, en el protocolo 1, el cual aunque presento buen número de 
callos, estos no mostraron buena capacidad de regeneración; así como para Shoeb, 2001 y 
Lin et al, 2004 para quienes estos protocolos optimizan o mejoran la capacidad de 
regeneración con este método. 
El resultado confirma lo reportado por Saharan, 2004, así como por Rancé, 1994, quienes 
reportan la desecación parcial como un tratamiento simple que mejora dramáticamente la 
habilidad de regeneración en variedades de arroz de tipo índica. Los resultados 
confirmaron cómo la desecación demostró ser relevante en el paso de inducción a 
regeneración, mostrando como este paso permite la eliminación superficial de los restos de 
hormonas utilizadas en la fase de inducción de callos y generan un estimulo en las células 
desdiferenciadas al estar con menor contenido de humedad y predispuestas al intercambio 
osmótico con el nuevo medio de regeneracion. 
Hasta esta etapa se evidenció la superioridad en la capacidad de regeneración de P3 y P6 
sobre los demás protocolos, seguidos por P5 y P7. La siguiente tabla resume los totales 
para el número de callos iniciales, los callos regenerados, el total de regenerantes 
obtenidos y el promedio de regenerantes por callo. 
 
Tabla 3.2. Variables obtenidas según regenerantes producidos por protocolo evaluado, 
ubicados en orden descendente. 
Protocolo Total 
Callos 
Iníciales 
Total Callos 
Regenerados 
Total 
Regenerantes 
Promedio 
Regenerante 
Por Callo 
P3 217 132 494 3.7 
P6 209 126 669 5.3 
P5 195 56 64 1.1 
P7 112 26 38 1.5 
P1 213 12 26 2.2 
P4 179 8 8 1.0 
P2 160 3 3 1.0 
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Figura 3.15. Numero de Callos Iníciales y Callos Regenerados por Protocolo de Cultivo. 
Eje derecha. Promedio de Regenerantes por Callo regenerado. Eje Izquierda. Suma de 
regenerantes obtenidos por protocolo.  
 
Al observar los valores arrojados de los callos regenerados y los callos totales producidos 
(suma de todos los regenerantes obtenidos de todos los callos), se observa cómo se 
destacan los protocolos P3 y P6 ya que no solo produjeron más callos con regenerantes, 
sino que adicional a ello cada callo produjo en promedio más regenerantes, logrando 
producir más callos totales en cada uno de estos protocolos. Debido posiblemente a la 
mejor combinación hormonal, el no uso del subcultivo como paso intermedio entre 
inducción de callos y regeneración y al buen desarrollo de callos, dado el tamaño obtenido 
en estos. Los resultados, hacen estos protocolos interesantes para las variedades 
estudiadas, y para la eficiencia del método a utilizar. En este análisis tal vez el protocolo 
propuesto menos eficiente resulta siendo el protocolo 1, el cual con una obtención alta 
capacidad de producción de callos produjo la menor frecuencia de regenerantes en el 
protocolo. Mostrando como el subcultivo propuesto para este protocolo no ayudó a 
mejorar la capacidad de regeneración de los callos obtenidos y por el contrario este 
resultado refuta lo propuesto por Mohanty et al., 1999, para quien este protocolo optimiza 
la posibilidad de obtener regenerantes para ser utilizados en transformación genética. 
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Figura 3.16. Diagrama de caja para la media del número de Callos Regenerados por 
protocolo evaluado, discriminando en color verde los 4 mejores tratamientos. 
 
Esta condición física del callo que le permite la capacidad de producir más de un 
regenerante le otorga mayor eficiencia al protocolo y para este caso el resultado coincide 
con quienes proponen que el mayor tamaño de callo permite la posibilidad de la mayor 
proliferación de regenerantes, dadas las posibilidades de contacto entre la superficie del 
medio de cultivo y el área del explante; coincidiendo con los expuesto por Levitus et al, 
2010. 
 
 
 
Figura 3.17. Diferencias en tamaño y color de los callos obtenidos. A) vista general de la 
raíz y callos; b, c, d, e) diferentes callos embriogénicos formados sobre la semilla. 
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3.5.  INTERACCIÓN GENOTIPO POR PROTOCOLO GXP 
 
Dado que los resultados de los diferentes ensayos mostraron que existían posibles 
protocolos que podrían ser utilizados como los medios para el sistema de regeneración en 
las variedades de arroz colombianas evaluadas, y dada la interacción significativa que se 
presenta entre los protocolos y las variedades para el porcentaje de callogenesis (valor p 
0.01),  se realizó un estudio de interacción genotipo por ambiente. Donde, al analizar los 
protocolos como cada uno de los ambientes tomando los sustratos donde se desarrollaron 
las variedades, y teniendo a las variedades como genotipos, se realizó el análisis de 
interacción definida como “genotipo por protocolo” para confirmar las diferencias en la 
estabilidad y respuesta de las variedades frente a los protocolos. 
 
Tabla 3.3. Porcentajes de callogénesis promedio de las cuatro variedades en los siete 
protocolos, incluidos totales e índices calculados según método GxA de Eberhat-Rusell 
GEN/Prot P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 
Total 
Callos 
CICA8 71 19 57 28 62 60 27 324,0 
F2000 59 57 59 51 53 51 26 356,0 
F369 47 42 44 41 44 49 26 293,0 
F50 36 42 57 59 36 49 33 312,0 
Total Protocolo 71 19 57 28 62 60 27 1655,9 
Promedioxprotocolo 64,67 49,95 65,76 52,50 63,49 63,10 54,51 59,14 
Ind Protocolo 5,53 -9,19 6,62 -6,64 4,35 3,96 -4,63 0,00 
Ind proto^2 30,54 84,50 43,84 44,09 18,90 15,71 21,40 258,98 
 
Los datos arrojan en principio los valores de las variedades en cada ambiente como insumo 
básico para realizar el análisis además, el cálculo del promedio por localidad, el cual, 
basado en la diferencia del promedio general sobre el promedio del protocolo, permite 
determinar el índice ambiental para estos. Al respecto, los índices más bajos son los de los 
protocolos P4, P2 y P1, todos negativos; mientras que P3, P6 y P4 lograron índices 
ambientales positivos. Estos valores negativos se deben a que los protocolos presentaron 
los valores más bajos de callogénesis, para uno o las diferentes variedades, siendo así un 
protocolo de baja oferta para la variedad. 
 
Obteniendo los valores promedio de los cuatro genotipos CICA8, F2000, F369 y F50 para 
definir los parámetros de estabilidad y adaptabilidad por el método de Eberhart y Rusell, 
estos valores permiten definir el comportamiento que, de acuerdo con la representación 
gráfica y el índice ambiental calculado para los ambientes se estaría presentando. 
57 
     
 
Para la interacción del genotipo por ambiente en el porcentaje de callogenesis el ANOVA 
(Anexos)  mostro diferencias significativas como se mencionó anteriormente (valor p 
0.01). Para lo cual se muestran las pruebas de Tukey en el grafico relacionado en anexos.  
Pero se realiza un análisis más profundo a través de la metodología de Eberhart y  Rusell  
según el modelo propuesto. 
 
Figura 3.18. Organización de los valores medios de callogénesis en cada protocolo 
evaluado según índice de protocolo, estimado según Eberhart y Rusell. 
 
El análisis demostró que existe una diferencia en la respuesta a cada protocolo, con valores 
de callogénesis entre 20 y 70%. La variedad F2000 presentó los mayores valores en los 
protocolos, mientras que los valores más bajos de callogénesis los mostraron las 
variedades CICA8 y F50. Por su parte, F369 se comporta como la variedad más estable 
pero con valores intermedios frente a las demás. 
 
Tabla 3.4. Parámetros de estabilidad para las variedades evaluadas según método Eberhart 
y Rusell. 
Genotipos S d 
F CICA8 28,5 0,9 
F F2000 30,2 0,9 
F F369 50,3 0,7 
F F50 17,5 0,6 
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Al observar los porcentajes evaluados de callogénesis, la variedad CICA8 presenta las 
mayores desviaciones, así como rangos en los valores de callogénesis desde 18 hasta 70%. 
Caso contrario fue el de la variedad F2000, que presenta promedios más consistentes, con 
menores desviaciones, agrupados en rangos promedio desde 45 a 65%. Estos resultados 
muestran como los diferentes genotipos responden de manera diferente a los medios de 
cultivo o protocolos utilizados.  Coincidiendo con lo reportado por Lin (2005) quien 
expone que los resultados de algún medio deben ser comparados en más de un genotipo, 
ya que los valores obtenidos pueden depender más del genotipo que del medio. Caso 
contrario lo reportado por autores como Abe (1986) y  Seraj (1997), quienes han reportado 
cómo la callogénesis obtenida presenta valores que muestran mayor dependencia del 
medio de cultivo. 
 
De acuerdo con los valores calculados y los resultados del ANOVA para callogénesis y la 
gráfica se confirma la interacción genotipo por protocolo donde: 
CICA8 presenta un comportamiento poco predecible con mejor respuesta en mejores 
ambientes, explicado mayormente tras el análisis. F2000 presenta un comportamiento 
predecible con mejor respuesta en mejores ambientes y está poco explicado en el modelo. 
F369 similar a F200, esta variedad presenta un comportamiento predecible con mejor 
respuesta en mejores ambientes, aunque más estable. F50 presenta un comportamiento 
estable a través de los ambientes, con menor respuesta a mejoras ambientales, poco 
predecible y poco explicado en el modelo. 
Lo anterior confirma que el sistema de regeneración de plantas de arroz presenta una 
interacción genotipo por protocolo, en donde los genotipos Fedearroz 50, Fedearroz 2000 
y Fedearroz 369 tienen una respuesta diferencial a la mejora en el protocolo, siendo el de 
mayor índice de protocolo para realizar el sistema de regeneración el definido como 
protocolo 3. 
Los valores obtenidos muestran que los diferentes genotipos evaluados no presentan el 
mismo comportamiento frente a los protocolos en estudio y revelan con ello cómo a partir 
de estos datos se obtiene un comportamiento diferencial definido entre CICA8 y F50 como 
genotipos contrastantes, por tener diferentes respuestas a los mejoras en los  protocolos, 
siendo F50 la variedad de menor respuesta a los cambios. Para el caso de F369 y F2000 se 
observa una mejor respuesta a los sistemas de regeneración con mayor avance en los 
valores arrojados. 
 
Para los datos obtenidos de los callos regenerados y total de callos (regeneración) no fue 
posible estimar el efecto de la interacción en el ANOVA, debido a que se perdió la 
estructura de réplicas en el experimento; lo cual afectaba los agrados de libertad para la 
estimación del error. Debido a las diferencias en los porcentajes de callos producidos y 
luego de ello las diferencias en la regeneración resultante. Además, tampoco fue posible 
realizar el análisis GxP. Sin embrago el interés se centrara en los valores medios de los 
protocolos. 
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La regeneración resultante en los tratamientos muestra así mismo que se obtuvieron 
valores diferenciados por protocolo y variedad, y que algunos protocolos  en alguna 
variedad no reportaron regenerantes, manteniendo aún más la tendencia que diferencia 
estos protocolos. Aquí se confirma lo mencionado por Carsono y Yoshida (2006); Xiaojia 
et al (2007) para quienes es tan importante la respuesta del genotipo como la composición 
de los medios a utilizar en el sistema de regeneración y de la importancia de conocer la 
respuesta  de diferentes genotipos es importante para evaluar algún protocolo de 
regeneración. 
 
Tabla 3.5. Platulas regeneradas en las cuatro variedades en los siete protocolos. A partir 
de 100 explantes iniciales sembrados para cada variedad. 
Proto/Varie P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 Media 
Variedad 
CICA8 1 3 35 3 15 36 5 98 
F2000 5 0 36 2 23 31 16 113 
F369 0 0 27 3 5 30 4 69 
F50 6 0 34 0 13 29 1 83 
Media Proto 12 3 132 8 56 126 26 363 
 
Fedearroz 50 fue la variedad que menores resultados arrojó para ser utilizada en un sistema 
de regeneración . Solo en cuatro de los protocolos evaluados con valores máximos de 
11.9% de regeneración a partir de los callos obtenidos, lo que permitió comprobar cómo el 
genotipo ejerce una clara influencia en la respuesta a la regeneración y de este dependió 
buena parte de los valores obtenidos, coincidiendo  con lo reportado con diferentes autores 
como Carsono (2006) y Levitus (2010), lo que ocasiona que no sea posible estandarizar los 
valores medios de la regeneración obtenida para todas la variedades o protocolos de 
trabajo, cuando se requiera obtener el máximo de eficiencia de cada variedad. Por esto, las 
condiciones de cultivo seleccionados, deben ser específicas para cada protocolo en 
particular o se debe establecer un protocolo para la mayoría de las variedades donde se 
obtengan los resultados consistentes para todas ellas, sin esperar la máxima expresión de 
cada nuevo genotipo evaluado.  
 
De acuerdo con la información resultante, la composición genética de cada genotipo define 
no solo la respuesta específica de una variedad en los campos de cultivo, sino también su 
respuesta a las condiciones in vitro. Así, Fedearroz 2000 superó a las demás variedades, 
60 
     
 
CICA8, Fedearroz 369 y ampliamente a Fedearroz 50, aunque finalmente de todos estos 
genotipos se obtuvieron regenerantes para su posterior uso en técnicas biotecnológicas con 
los protocolos 3 y 6 y en menor cantidad en los protocolos 5 y 7. 
 
Tras el resultado obtenido por los cuatro genotipos en los siete protocolos, y con base en 
los índices encontrados, se observa que: genotipos como F2000 y F369 funcionarán bien 
aun en los ambientes más pobres (de acuerdo al índice de protocolos en grafico 3.18); 
mientras que el genotipo CICA8 no tendrá buena respuesta en un ambiente pobre, aunque 
tendrá una alta respuesta ante una mejor oferta del medio;  Finalmente, F50 no presenta 
una respuesta positiva a las mejoras en los índices de protocolo. Con esto  aunque se este 
realizando un aproximación ariesgada al ser usada para datos obtenidos In vitro, los 
resultados obtenidos con la metodología propuesta por Eberhart y Rusell (1966);  
permitieron identificar el comportamiento de genotipos en los diferentes protocolos en 
positiva y negativa respuesta bajo las condiciones para el desarrollo del sistema de 
regeneración evaluadas. 
 
Finalmente, al intentar establecer un sistema de regeneración se aprecia cómo este proceso 
depende no solo del protocolo (con condiciones controladas y medios estrictos), sino 
también de un componente genético, que debe tenerse en cuenta para lograr un sistema 
adecuado a las variedades evaluadas. Sólo así los resultados obtenidos permitirán dar 
pasos eficientes en desarrollos biotecnológicos con el uso de las variedades investigadas 
que demuestren el mayor porcentaje de callosgenesis y el mayor numero de plantas 
regeneradas; tal como lo reportan Carsono y Yoshida, 2006; Tokii et al., 2006 y Levitus et 
al, 2010. 
 
3.6. CONSISTENCIA Y SELECCIÓN DE LOS PROTOCOLOS 
Basado en la información obtenida con los siete protocolos evaluados, y teniendo en 
cuenta los resultados obtenidos en callogénesis y principalmente en la regeneración 
resultante (callos regenerados y total de regenerantes obtenidos por protocolo) se definió 
descartar los protocolos 1, 2 y 4 ya que no arrojaron resultados positivos para estas 
variables y que fueron superados ampliamente y con diferencias estadísticamente 
significativas por los demás protocolos, adicional a que estos protocolos generaron 
respuesta negativa (cero) en la producción de regenerantes en 1 o más variedades (Tabla 
3.7.). 
 
Así, se realizó un ensayo con los protocolos P3, P5, P6 y P7 donde se espera confirmar la 
consistencia de los resultados obtenidos y para poder seleccionar el protocolo más 
adecuado para las variedades colombianas de arroz. Al realizar un ANOVA para el 
porcentaje de callogenesis los resultados indican que no existen diferencias significativas 
para la interacción entre los protocolos y las variedades (valor p 0.34), además los 
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resultados indican que no existen diferencias para las variedades (valor p 0.05),  pero si 
existen para los protocolos (valor p 0.01). La prueba de Tukey para los Protocolos se 
muestra a continuación. 
 
Figura 3.19. Prueba de Comparación  de Tukey obtenida en los 4 protocolos 
seleccionados del Porcentaje de callogénesis 
 
Los resultados mostraron una diferencia estadísticamente significativa del protocolo 7 
frente a los demás protocolos, en el que se utilizó como medio de cultivo el medio NB5 y 
es el único que para las variedades evaluadas no supero el 30% de callogénesis, 
contradiciendo lo reportado por Carsono y Yoshida, 2006, para quienes este medio NB5 es 
el más apropiado medio de inducción de callos en las variedades de tipo Indica. 
 
Los protocolos P5, P6 y P3 arrojaron porcentajes de callogénesis superiores al 50%, 
mostrando como los medios utilizados en ellos P3 y P5 con MS y P6 con N6D arrojaron 
las mayores valores en callogénesis para las variedades evaluadas siendo esto coherente 
con los resultados reportados por Toki et al, (2006);  y Saharan et al. (2004) para quienes 
estos medios fueron los más apropiados para inducir callos en las variedades de arroz de 
tipo Indica. 
 
Ahora bien, al realizar un ANOVA para el número de callos regenerados para los 
protocolos tomando como replicas las variedades se obtiene que si existen diferencias 
significativas en el total de callos regenerados (valor p 0.01), al realizar el análisis para las 
variedades se encuentra que no existen diferencias significativas entre ellas (valor p 
0.793). 
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Figura 3.20. Prueba de comparación de Tukey para el número de callos regenerados, en 
los 4 protocolos seleccionados. 
 
Los resultados muestran diferencias estadísticamente significativas, indicando que los 
protocolos P3 y P6 tienen el mejor comportamiento respecto a la respuesta del número de 
callos regenerados, debido adicionalmente a la conformación de los componentes de cada 
medio a que estos no incluyeron subcultivo, sino un paso inmediato de inducción de callos 
a regeneración en el P6 y la desecación parcial de callos en el P3, sin pasar ninguno de los 
2 por un medio gelificado como P5 y P7 en la fase de subcultivo; este resultado confirma 
lo obtenido por Saharan et al, 2004, para el cual 48 horas de desecación parcial optimizaba 
el desarrollo del callo e incrementaba la frecuencia de regeneración en los callos 
producidos, al igual que confirma los resultados de Toki et al, (2006), para quienes el P6 
proveía un sistema de regeneración en variedades de tipo Indica reproducible y 
consistente. 
 
Las observaciones de los callos producidos permitieron confirmar consistentemente el 
desarrollo de los callos y regenerantes producidos de acuerdo al tamaño de los callos 
obtenidos, donde los protocolos con menor tamaño de callos (menores a 5 mm) 
presentaron menor capacidad para regenerar plantas en cada una de las variedades. 
Independiente del subcultivo, el tamaño del callo se produce durante el medio de 
inducción de callos y la capacidad de regeneración mostró en las variedades buen 
desarrollo de brotes, de raíces y vástagos a partir de estos callos obtenidos. Sin embargo el 
mayor tamaño de callos fue obtenido en P6 aunque fue superior al de P3, no presenta la 
misma consistencia compacta y ocasionaba mayor deterioro del explante en el medio, sin 
lograr la mayor frecuencia de regeneración en los callos, esto podría deberse al mayor 
desarrollo obtenido del callo, pero a su vez a una fragilidad del callo formado en P6, tal 
63 
     
 
vez por la falta de un paso que equilibre los callos producidos en la fase de inducción de 
callos. 
 
 
Figura 3.21. Valores de regeneración (Callos regenerados, total de regenerantes y 
Promedio de regenerantes por callo) obtenida en los 4 protocolos seleccionados. 
 
Los valores muestran  como prácticamente con el mismo número de callos producidos en 
los protocolos P3 y P6, estos protocolos arrojaron el mayor número de regenerantes a 
partir de cada  callo  previamente obtenido y el mayor número de total de regenerantes 
obtenidos.  Con esto se identifica que P5 y P7 no son protocolos adecuados para las 
variedades de arroz evaluadas, los cuales incluyen a los medios NB5 en la fase de 
regeneración, siendo infecientes en la producciones de plantas regeneradas a partir de los 
callos obtenidos; refutando el resultado obtenido por Carsono y Yoshida, (2006), para 
quienes este medio fue un adecuado medio de regeneración de plantas de arroz. 
 
Contrario y adicionalmente la figura 3.11. confirma lo expresado por Carsono y Yoshida, 
(2006), quienes consideran de vital importancia el tamaño del callo en la regeneración y 
cómo ser relaciona esta variable con la obtención de regenerantes a partir de buenos 
tamaños de los callos. Para el caso del ensayo realizado, fueron callos superiores a la 
media del ensayo 4 mm con tamaños en el protocolo 6 por encima de 10 mm y su media 
general de 8, en el protocolo 3 la media del tamaño de callos fue de 6 mm. 
 
El análisis reportó una interacción en la respuesta a la regeneración por parte del medio de 
cultivo. Aunque, algunos autores reportan que mediante la manipulación del medio es 
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posible aumentar la capacidad de regeneración para diferentes variedades, esto no fue al 
utilizar diferentes variedades, debido a la interacción que de acuerdo con el análisis, se 
observa donde los medios interactúan con el genotipo,  ocasionando la aparición de plantas 
regeneradas para algunas variedades en algunos medios, y ocasionando que dada la 
distancia entre las variedades, estas no presentan la misma respuesta a los cambios 
realizados, siendo este resultado coherente con lo enunciado por Shoeb F. (2001). 
Sin embargo este resultado coloca la investigación en oposición a aquellos autores Shoeb 
(2001), Saharan et al, (2004), Carsono y Yoshida, (2006),  que proponen el subcultivo para 
mejorar la capacidad de producir regenerantes en arroz, lo que no se estaría cumpliendo 
para las variedades colombianas utilizadas en el ensayo. Contrario a ello, otros autores 
Saharan et al, (2004) y Toki et al, (2006) proponen no utilizar esta fase o realizar solo un 
paso de desecación y seguir los explantes hacia regeneración sin fases intermedias. Esta  
investigación confirma las aseveraciones a estos últimos por cuanto sin el subcultivo se 
presentaron mejores resultados y mayor producción de regenerantes. 
 
En este parte cabe resaltar que aunque el subcultivo se considera como una etapa de ajuste 
celular, para evitar la vitrificación de los callos y equilibrar el desbalance hormonal, el 
tiempo inadecuado en esta fase puede ocasionar los efectos contrarios e incluso causar la 
pérdida de la totipotencia de los callos hasta ahora formados, como lo menciona Roca, 
(1997) y Levitus et al, (2010). 
 
Este último resultado propone la consistencia de dos protocolos que, de acuerdo con lo 
observado en la fase de regeneración, permiten incluir en un grupo a los protocolos 5 y 6 
debido a la fragilidad de los callos obtenidos. Sin embargo, P6 es el protocolo con el que 
se obtiene el mayor número de callos, pero dada la fragilidad del callo, no es el más 
eficiente al regenerar plantas, dado esto por el poco vigor de la plántula desarrollada y a la 
conformación de los componentes del medio de inducción de callos. Esta investigacion 
mostró que son importantes los callos compactos y la consistencia de los callos para 
aumentar la capacidad de regeneración de los callos obtenidos. La necesidad de la 
consistencia en los callos obtenidos es una clara observación de la investigación realizada. 
 
 
Figura 3.22. Obtención de planta regenerada a partir de los callos en cada variedad. a) 
separación de los regenerantes obtenidos; b) siembra de regenerantes en medio MS; c) 
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Frasco con regenerantes de cada variedad evaluada; d) fase de endurecimiento de plántulas 
en sustrato solido (turba) de cada una de las variedades.  
 
Finalmente, el proceso de regeneración permitió obtener plantas regeneradas de cada una 
de las variedades, las cuales se llevaron a medio MS básico y finalmente en materas con 
mezcla de turba canadiense. Allí se continuó el desarrollo por un periodo de aclimatación 
sin que se presentara deterioro en las plantas formadas en esta etapa final. 
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 
4.1. CONCLUSIONES 
 
El  método óptimo de desinfestación para la semilla teniendo en cuenta un equilibrio con 
la germinación y el vigor del explante, fue la inmersión de la semilla en una solución al 
3%  de hipoclorito de sodio durante un tiempo de 15 minutos, con intervalo con agua 
esterilizada y nuevamente 15 minutos inmersión. 
 
La semilla madura  es el mejor explante para utilizar en un sistema de regeneración de 
plantas de arroz, debido a que otros explantes presentaron fragilidad y el metabolismo 
propio del explante no favoreció la capacidad de proliferar callos. 
 
La fase de “subcultivo”, como un paso intermedio entre la inducción de callos y el proceso 
de regeneración, mostró que su utilización no tiene una respuesta positiva ya que los 
protocolos que la incluían mostraron una mínima o nula respuesta en los resultados 
obtenidos para el número de callos regenerados y el total de regenerantes.  
 
El sistema de regeneración más adecuado para las variedades colombianas de arroz: 
Fedearroz 2000, Fedearroz 50 y Fedearroz 369, es el medio de cultivo denominado en esta 
investigación como protocolo 3 (P3) el cual está basado en medio MS suplementado con 
los componentes descritos en los métodos y tiene una duración de 6 semanas. Debido a 
que este protocolo mostro estabilidad y consistencia para las variedades estudiadas lo que 
representa un resultado concreto para posteriores usos en las variedades cercanas y sus 
progenies, dada la producción de callos, la consistencia de estos y el numero de plantas 
regeneradas obtenidas. 
 
Este trabajo permitió cuantificar los porcentajes de regeneración que podrían estimarse en 
los genotipos evaluados. Por ello, este trabajo se convierte en un resultado relevante para 
definir el sistema de regeneración de las variedades colombianas Fedearroz 50, Fedearroz 
2000, Fedearroz 369 y CICA8. 
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4.2.  RECOMENDACIONES 
 
Con esta investigación queda definido un protocolo para trabajar sobre variedades 
colombianas de arroz, pero será necesario definir su respuesta fenotípica con cada nueva 
variedad y considerar posibles modificaciones, de ser necesarias, dada la dependencia de 
genotipo que muestra la técnica. 
 
A partir de los resultados obtenidos se podrían proponer algunas investigaciones 
adicionales para buscar una mejora hacia niveles más altos de regeneración, realizando 
modificaciones en los niveles de hormonas y/o componentes de cada protocolo según las 
apreciaciones propias de los dos mejores protocolos encontrados en esta investigación. 
 
Dada la respuesta obtenida de la variedad Fedearroz 2000, esta debería ser la variedad 
modelo para utilizar en las técnicas de biotecnología para arroz de tipo Indica, basado en 
su respuesta a las condiciones in vitro y utilizarla para avances rápidos en los sistemas de 
regeneración, dada su alta respuesta a los diferentes protocolos evaluados. 
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ANEXOS  
 
ANEXO 
 
 
 
General Linear Model: % Desinfestación versus NaClO, Tiempo  
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Factor  Type   Levels  Values 
NaClO   fixed       4  2.5, 3.0, 4.0, 5.0 
Tiempo  fixed       4  T 0, T 15, T 30, T 45 
 
 
Analysis of Variance for % Desinfestación, using Adjusted SS for 
Tests 
 
Source         DF    Seq SS   Adj SS   Adj MS       F      P 
NaClO           3    3733.2   3733.2   1244.4   11.18  0.000 
Tiempo          3   90802.0  90802.0  30267.3  271.82  0.000 
NaClO*Tiempo    9    2221.0   2221.0    246.8    2.22  0.024 
Error         144   16034.4  16034.4    111.3 
Total         159  112790.6 
 
 
S = 10.5522   R-Sq = 85.78%   R-Sq(adj) = 84.30% 
 
 
Unusual Observations for % Desinfestación 
 
Obs  % Desinfestación     Fit  SE Fit  Residual  St Resid 
 35            62.500  85.000   3.337   -22.500     -2.25 R 
 47            50.000  25.000   3.337    25.000      2.50 R 
 85            47.500  26.000   3.337    21.500      2.15 R 
126            62.500  35.500   3.337    27.000      2.70 R 
136            65.000  86.750   3.337   -21.750     -2.17 R 
138            65.000  86.750   3.337   -21.750     -2.17 R 
148            65.000  85.500   3.337   -20.500     -2.05 R 
 
R denotes an observation with a large standardized residual. 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable % Desinfestación 
All Pairwise Comparisons among Levels of NaClO 
NaClO = 2.5  subtracted from: 
 
       Difference       SE of           Adjusted 
NaClO    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
3.0         6.312       2.360    2.675    0.0411 
4.0         8.562       2.360    3.629    0.0022 
5.0        13.437       2.360    5.695    0.0000 
 
 
NaClO = 3.0  subtracted from: 
 
       Difference       SE of           Adjusted 
NaClO    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
4.0         2.250       2.360   0.9536    0.7759 
5.0         7.125       2.360   3.0196    0.0157 
 
 
NaClO = 4.0  subtracted from: 
 
       Difference       SE of           Adjusted 
NaClO    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
5.0         4.875       2.360    2.066    0.1693 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable % Desinfestación 
All Pairwise Comparisons among Levels of Tiempo 
Tiempo = T 0  subtracted from: 
 
        Difference       SE of           Adjusted 
Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
T 15         49.06       2.360    20.79    0.0000 
T 30         55.69       2.360    23.60    0.0000 
T 45         58.56       2.360    24.82    0.0000 
 
 
Tiempo = T 15  subtracted from: 
 
        Difference       SE of           Adjusted 
Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
T 30         6.625       2.360    2.808    0.0287 
T 45         9.500       2.360    4.026    0.0005 
 
 
Tiempo = T 30  subtracted from: 
 
        Difference       SE of           Adjusted 
Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
T 45         2.875       2.360    1.218    0.6162 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable % Desinfestación 
All Pairwise Comparisons among Levels of NaClO*Tiempo 
NaClO = 2.5 
Tiempo = T 0  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
2.5    T 15        40.500       4.719   8.5821    0.0000 
2.5    T 30        50.500       4.719  10.7012    0.0000 
2.5    T 45        62.250       4.719  13.1911    0.0000 
3.0    T 0          2.250       4.719   0.4768    1.0000 
3.0    T 15        54.750       4.719  11.6018    0.0000 
3.0    T 30        58.500       4.719  12.3964    0.0000 
3.0    T 45        63.000       4.719  13.3500    0.0000 
4.0    T 0          3.250       4.719   0.6887    1.0000 
4.0    T 15        55.250       4.719  11.7077    0.0000 
4.0    T 30        69.250       4.719  14.6744    0.0000 
4.0    T 45        59.750       4.719  12.6613    0.0000 
5.0    T 0         12.750       4.719   2.7018    0.3401 
5.0    T 15        64.000       4.719  13.5619    0.0000 
5.0    T 30        62.750       4.719  13.2970    0.0000 
5.0    T 45        67.500       4.719  14.3036    0.0000 
 
 
NaClO = 2.5 
Tiempo = T 15  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
2.5    T 30         10.00       4.719    2.119    0.7499 
2.5    T 45         21.75       4.719    4.609    0.0010 
3.0    T 0         -38.25       4.719   -8.105    0.0000 
3.0    T 15         14.25       4.719    3.020    0.1743 
3.0    T 30         18.00       4.719    3.814    0.0179 
3.0    T 45         22.50       4.719    4.768    0.0005 
4.0    T 0         -37.25       4.719   -7.893    0.0000 
4.0    T 15         14.75       4.719    3.126    0.1348 
4.0    T 30         28.75       4.719    6.092    0.0000 
4.0    T 45         19.25       4.719    4.079    0.0072 
5.0    T 0         -27.75       4.719   -5.880    0.0001 
5.0    T 15         23.50       4.719    4.980    0.0002 
5.0    T 30         22.25       4.719    4.715    0.0007 
5.0    T 45         27.00       4.719    5.721    0.0001 
 
 
NaClO = 2.5 
Tiempo = T 30  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
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2.5    T 45         11.75       4.719     2.49    0.4850 
3.0    T 0         -48.25       4.719   -10.22    0.0000 
3.0    T 15          4.25       4.719     0.90    0.9999 
3.0    T 30          8.00       4.719     1.70    0.9449 
3.0    T 45         12.50       4.719     2.65    0.3743 
4.0    T 0         -47.25       4.719   -10.01    0.0000 
4.0    T 15          4.75       4.719     1.01    0.9997 
4.0    T 30         18.75       4.719     3.97    0.0104 
4.0    T 45          9.25       4.719     1.96    0.8425 
5.0    T 0         -37.75       4.719    -8.00    0.0000 
5.0    T 15         13.50       4.719     2.86    0.2483 
5.0    T 30         12.25       4.719     2.60    0.4100 
5.0    T 45         17.00       4.719     3.60    0.0354 
 
 
NaClO = 2.5 
Tiempo = T 45  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
3.0    T 0         -60.00       4.719   -12.71    0.0000 
3.0    T 15         -7.50       4.719    -1.59    0.9679 
3.0    T 30         -3.75       4.719    -0.79    1.0000 
3.0    T 45          0.75       4.719     0.16    1.0000 
4.0    T 0         -59.00       4.719   -12.50    0.0000 
4.0    T 15         -7.00       4.719    -1.48    0.9828 
4.0    T 30          7.00       4.719     1.48    0.9828 
4.0    T 45         -2.50       4.719    -0.53    1.0000 
5.0    T 0         -49.50       4.719   -10.49    0.0000 
5.0    T 15          1.75       4.719     0.37    1.0000 
5.0    T 30          0.50       4.719     0.11    1.0000 
5.0    T 45          5.25       4.719     1.11    0.9992 
 
 
NaClO = 3.0 
Tiempo = T 0  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
3.0    T 15        52.500       4.719  11.1250    0.0000 
3.0    T 30        56.250       4.719  11.9196    0.0000 
3.0    T 45        60.750       4.719  12.8732    0.0000 
4.0    T 0          1.000       4.719   0.2119    1.0000 
4.0    T 15        53.000       4.719  11.2309    0.0000 
4.0    T 30        67.000       4.719  14.1976    0.0000 
4.0    T 45        57.500       4.719  12.1845    0.0000 
5.0    T 0         10.500       4.719   2.2250    0.6782 
5.0    T 15        61.750       4.719  13.0851    0.0000 
5.0    T 30        60.500       4.719  12.8202    0.0000 
5.0    T 45        65.250       4.719  13.8268    0.0000 
 
 
NaClO = 3.0 
Tiempo = T 15  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
3.0    T 30          3.75       4.719     0.79    1.0000 
3.0    T 45          8.25       4.719     1.75    0.9298 
4.0    T 0         -51.50       4.719   -10.91    0.0000 
4.0    T 15          0.50       4.719     0.11    1.0000 
4.0    T 30         14.50       4.719     3.07    0.1536 
4.0    T 45          5.00       4.719     1.06    0.9995 
5.0    T 0         -42.00       4.719    -8.90    0.0000 
5.0    T 15          9.25       4.719     1.96    0.8425 
5.0    T 30          8.00       4.719     1.70    0.9449 
5.0    T 45         12.75       4.719     2.70    0.3401 
 
 
NaClO = 3.0 
Tiempo = T 30  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
3.0    T 45          4.50       4.719     0.95    0.9999 
4.0    T 0         -55.25       4.719   -11.71    0.0000 
4.0    T 15         -3.25       4.719    -0.69    1.0000 
4.0    T 30         10.75       4.719     2.28    0.6404 
4.0    T 45          1.25       4.719     0.26    1.0000 
5.0    T 0         -45.75       4.719    -9.69    0.0000 
5.0    T 15          5.50       4.719     1.17    0.9986 
5.0    T 30          4.25       4.719     0.90    0.9999 
5.0    T 45          9.00       4.719     1.91    0.8684 
 
 
NaClO = 3.0 
Tiempo = T 45  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
4.0    T 0         -59.75       4.719   -12.66    0.0000 
4.0    T 15         -7.75       4.719    -1.64    0.9575 
4.0    T 30          6.25       4.719     1.32    0.9944 
 
4.0    T 45         -3.25       4.719    -0.69    1.0000 
5.0    T 0         -50.25       4.719   -10.65    0.0000 
5.0    T 15          1.00       4.719     0.21    1.0000 
5.0    T 30         -0.25       4.719    -0.05    1.0000 
5.0    T 45          4.50       4.719     0.95    0.9999 
 
 
NaClO = 4.0 
Tiempo = T 0  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
4.0    T 15        52.000       4.719   11.019    0.0000 
4.0    T 30        66.000       4.719   13.986    0.0000 
4.0    T 45        56.500       4.719   11.973    0.0000 
5.0    T 0          9.500       4.719    2.013    0.8140 
5.0    T 15        60.750       4.719   12.873    0.0000 
5.0    T 30        59.500       4.719   12.608    0.0000 
5.0    T 45        64.250       4.719   13.615    0.0000 
 
 
NaClO = 4.0 
Tiempo = T 15  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
4.0    T 30         14.00       4.719    2.967    0.1969 
4.0    T 45          4.50       4.719    0.954    0.9999 
5.0    T 0         -42.50       4.719   -9.006    0.0000 
5.0    T 15          8.75       4.719    1.854    0.8916 
5.0    T 30          7.50       4.719    1.589    0.9679 
5.0    T 45         12.25       4.719    2.596    0.4100 
 
 
NaClO = 4.0 
Tiempo = T 30  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
4.0    T 45         -9.50       4.719    -2.01    0.8140 
5.0    T 0         -56.50       4.719   -11.97    0.0000 
5.0    T 15         -5.25       4.719    -1.11    0.9992 
5.0    T 30         -6.50       4.719    -1.38    0.9916 
5.0    T 45         -1.75       4.719    -0.37    1.0000 
 
 
NaClO = 4.0 
Tiempo = T 45  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
5.0    T 0         -47.00       4.719   -9.960    0.0000 
5.0    T 15          4.25       4.719    0.901    0.9999 
5.0    T 30          3.00       4.719    0.636    1.0000 
5.0    T 45          7.75       4.719    1.642    0.9575 
 
 
NaClO = 5.0 
Tiempo = T 0  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
5.0    T 15         51.25       4.719    10.86    0.0000 
5.0    T 30         50.00       4.719    10.60    0.0000 
5.0    T 45         54.75       4.719    11.60    0.0000 
 
 
NaClO = 5.0 
Tiempo = T 15  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
5.0    T 30        -1.250       4.719  -0.2649     1.000 
5.0    T 45         3.500       4.719   0.7417     1.000 
 
 
NaClO = 5.0 
Tiempo = T 30  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
5.0    T 45         4.750       4.719    1.007    0.9997 
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Factor  Type   Levels  Values 
NaClO   fixed       4  2.5, 3.0, 4.0, 5.0 
Tiempo  fixed       4  T 0, T 15, T 30, T 45 
 
 
Analysis of Variance for % Germinación, using Adjusted SS for 
Tests 
 
Source         DF    Seq SS    Adj SS  Adj MS      F      P 
NaClO           3   1079.22   1079.22  359.74   4.80  0.003 
Tiempo          3   2315.47   2315.47  771.82  10.31  0.000 
NaClO*Tiempo    9   1652.66   1652.66  183.63   2.45  0.013 
Error         144  10782.50  10782.50   74.88 
Total         159  15829.84 
 
 
S = 8.65323   R-Sq = 31.88%   R-Sq(adj) = 24.79% 
 
 
Unusual Observations for % Germinación 
 
Obs  % Germinación     Fit  SE Fit  Residual  St Resid 
 67         57.500  79.750   2.736   -22.250     -2.71 R 
 68         62.500  79.750   2.736   -17.250     -2.10 R 
102         95.000  77.750   2.736    17.250      2.10 R 
132         52.500  69.250   2.736   -16.750     -2.04 R 
141         57.500  78.250   2.736   -20.750     -2.53 R 
143         97.500  78.250   2.736    19.250      2.34 R 
149         95.000  78.250   2.736    16.750      2.04 R 
150         60.000  78.250   2.736   -18.250     -2.22 R 
 
R denotes an observation with a large standardized residual. 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable % Germinación 
All Pairwise Comparisons among Levels of NaClO 
NaClO = 2.5  subtracted from: 
 
       Difference       SE of           Adjusted 
NaClO    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
3.0        -0.500       1.935   -0.258    0.9939 
4.0        -3.375       1.935   -1.744    0.3048 
5.0        -6.500       1.935   -3.359    0.0055 
 
 
NaClO = 3.0  subtracted from: 
 
       Difference       SE of           Adjusted 
NaClO    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
4.0        -2.875       1.935   -1.486    0.4487 
5.0        -6.000       1.935   -3.101    0.0123 
 
 
NaClO = 4.0  subtracted from: 
 
       Difference       SE of           Adjusted 
NaClO    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
5.0        -3.125       1.935   -1.615    0.3734 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable % Germinación 
All Pairwise Comparisons among Levels of Tiempo 
Tiempo = T 0  subtracted from: 
 
        Difference       SE of           Adjusted 
Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
T 15         -6.63       1.935   -3.424    0.0044 
T 30         -6.38       1.935   -3.295    0.0067 
T 45        -10.63       1.935   -5.491    0.0000 
 
 
Tiempo = T 15  subtracted from: 
 
        Difference       SE of           Adjusted 
Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
T 30         0.250       1.935    0.129    0.9992 
T 45        -4.000       1.935   -2.067    0.1689 
 
 
Tiempo = T 30  subtracted from: 
 
        Difference       SE of           Adjusted 
Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
T 45        -4.250       1.935   -2.196    0.1291 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable % Germinación 
All Pairwise Comparisons among Levels of NaClO*Tiempo 
NaClO = 2.5 
Tiempo = T 0  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
2.5    T 15         -3.50       3.870   -0.904    0.9999 
2.5    T 30         -0.25       3.870   -0.065    1.0000 
2.5    T 45         -5.00       3.870   -1.292    0.9956 
3.0    T 0           2.50       3.870    0.646    1.0000 
3.0    T 15          3.75       3.870    0.969    0.9998 
3.0    T 30         -5.75       3.870   -1.486    0.9825 
3.0    T 45        -11.25       3.870   -2.907    0.2248 
4.0    T 0           1.50       3.870    0.388    1.0000 
4.0    T 15         -6.00       3.870   -1.550    0.9742 
4.0    T 30         -7.75       3.870   -2.003    0.8198 
4.0    T 45        -10.00       3.870   -2.584    0.4181 
5.0    T 0           0.50       3.870    0.129    1.0000 
5.0    T 15        -16.25       3.870   -4.199    0.0046 
5.0    T 30         -7.25       3.870   -1.873    0.8835 
5.0    T 45        -11.75       3.870   -3.036    0.1676 
 
 
NaClO = 2.5 
Tiempo = T 15  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
2.5    T 30          3.25       3.870    0.840    1.0000 
2.5    T 45         -1.50       3.870   -0.388    1.0000 
3.0    T 0           6.00       3.870    1.550    0.9742 
3.0    T 15          7.25       3.870    1.873    0.8835 
3.0    T 30         -2.25       3.870   -0.581    1.0000 
3.0    T 45         -7.75       3.870   -2.003    0.8198 
4.0    T 0           5.00       3.870    1.292    0.9956 
4.0    T 15         -2.50       3.870   -0.646    1.0000 
4.0    T 30         -4.25       3.870   -1.098    0.9993 
4.0    T 45         -6.50       3.870   -1.680    0.9489 
5.0    T 0           4.00       3.870    1.034    0.9996 
5.0    T 15        -12.75       3.870   -3.295    0.0867 
5.0    T 30         -3.75       3.870   -0.969    0.9998 
5.0    T 45         -8.25       3.870   -2.132    0.7415 
 
 
NaClO = 2.5 
Tiempo = T 30  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
2.5    T 45         -4.75       3.870   -1.227    0.9975 
3.0    T 0           2.75       3.870    0.711    1.0000 
3.0    T 15          4.00       3.870    1.034    0.9996 
3.0    T 30         -5.50       3.870   -1.421    0.9886 
3.0    T 45        -11.00       3.870   -2.842    0.2579 
4.0    T 0           1.75       3.870    0.452    1.0000 
4.0    T 15         -5.75       3.870   -1.486    0.9825 
4.0    T 30         -7.50       3.870   -1.938    0.8536 
4.0    T 45         -9.75       3.870   -2.519    0.4636 
5.0    T 0           0.75       3.870    0.194    1.0000 
5.0    T 15        -16.00       3.870   -4.135    0.0059 
5.0    T 30         -7.00       3.870   -1.809    0.9093 
5.0    T 45        -11.50       3.870   -2.972    0.1947 
 
 
NaClO = 2.5 
Tiempo = T 45  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
3.0    T 0           7.50       3.870    1.938    0.8536 
3.0    T 15          8.75       3.870    2.261    0.6525 
3.0    T 30         -0.75       3.870   -0.194    1.0000 
3.0    T 45         -6.25       3.870   -1.615    0.9631 
4.0    T 0           6.50       3.870    1.680    0.9489 
4.0    T 15         -1.00       3.870   -0.258    1.0000 
4.0    T 30         -2.75       3.870   -0.711    1.0000 
4.0    T 45         -5.00       3.870   -1.292    0.9956 
5.0    T 0           5.50       3.870    1.421    0.9886 
5.0    T 15        -11.25       3.870   -2.907    0.2248 
5.0    T 30         -2.25       3.870   -0.581    1.0000 
5.0    T 45         -6.75       3.870   -1.744    0.9310 
 
 
NaClO = 3.0 
Tiempo = T 0  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
3.0    T 15          1.25       3.870    0.323    1.0000 
3.0    T 30         -8.25       3.870   -2.132    0.7415 
3.0    T 45        -13.75       3.870   -3.553    0.0411 
4.0    T 0          -1.00       3.870   -0.258    1.0000 
4.0    T 15         -8.50       3.870   -2.196    0.6981 
4.0    T 30        -10.25       3.870   -2.649    0.3744 
4.0    T 45        -12.50       3.870   -3.230    0.1031 
5.0    T 0          -2.00       3.870   -0.517    1.0000 
5.0    T 15        -18.75       3.870   -4.845    0.0004 
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5.0    T 30         -9.75       3.870   -2.519    0.4636 
5.0    T 45        -14.25       3.870   -3.682    0.0275 
 
 
NaClO = 3.0 
Tiempo = T 15  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
3.0    T 30         -9.50       3.870   -2.455    0.5105 
3.0    T 45        -15.00       3.870   -3.876    0.0145 
4.0    T 0          -2.25       3.870   -0.581    1.0000 
4.0    T 15         -9.75       3.870   -2.519    0.4636 
4.0    T 30        -11.50       3.870   -2.972    0.1947 
4.0    T 45        -13.75       3.870   -3.553    0.0411 
5.0    T 0          -3.25       3.870   -0.840    1.0000 
5.0    T 15        -20.00       3.870   -5.168    0.0001 
5.0    T 30        -11.00       3.870   -2.842    0.2579 
5.0    T 45        -15.50       3.870   -4.005    0.0093 
 
 
NaClO = 3.0 
Tiempo = T 30  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
3.0    T 45         -5.50       3.870   -1.421    0.9886 
4.0    T 0           7.25       3.870    1.873    0.8835 
4.0    T 15         -0.25       3.870   -0.065    1.0000 
4.0    T 30         -2.00       3.870   -0.517    1.0000 
4.0    T 45         -4.25       3.870   -1.098    0.9993 
5.0    T 0           6.25       3.870    1.615    0.9631 
5.0    T 15        -10.50       3.870   -2.713    0.3329 
5.0    T 30         -1.50       3.870   -0.388    1.0000 
5.0    T 45         -6.00       3.870   -1.550    0.9742 
 
 
NaClO = 3.0 
Tiempo = T 45  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
4.0    T 0         12.750       3.870    3.295    0.0867 
4.0    T 15         5.250       3.870    1.357    0.9928 
4.0    T 30         3.500       3.870    0.904    0.9999 
4.0    T 45         1.250       3.870    0.323    1.0000 
5.0    T 0         11.750       3.870    3.036    0.1676 
5.0    T 15        -5.000       3.870   -1.292    0.9956 
5.0    T 30         4.000       3.870    1.034    0.9996 
5.0    T 45        -0.500       3.870   -0.129    1.0000 
 
 
NaClO = 4.0 
Tiempo = T 0  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
4.0    T 15         -7.50       3.870   -1.938    0.8536 
4.0    T 30         -9.25       3.870   -2.390    0.5580 
4.0    T 45        -11.50       3.870   -2.972    0.1947 
5.0    T 0          -1.00       3.870   -0.258    1.0000 
5.0    T 15        -17.75       3.870   -4.587    0.0011 
5.0    T 30         -8.75       3.870   -2.261    0.6525 
5.0    T 45        -13.25       3.870   -3.424    0.0603 
 
 
NaClO = 4.0 
Tiempo = T 15  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
4.0    T 30         -1.75       3.870   -0.452    1.0000 
4.0    T 45         -4.00       3.870   -1.034    0.9996 
5.0    T 0           6.50       3.870    1.680    0.9489 
5.0    T 15        -10.25       3.870   -2.649    0.3744 
5.0    T 30         -1.25       3.870   -0.323    1.0000 
5.0    T 45         -5.75       3.870   -1.486    0.9825 
 
 
NaClO = 4.0 
Tiempo = T 30  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
4.0    T 45        -2.250       3.870   -0.581    1.0000 
5.0    T 0          8.250       3.870    2.132    0.7415 
5.0    T 15        -8.500       3.870   -2.196    0.6981 
5.0    T 30         0.500       3.870    0.129    1.0000 
5.0    T 45        -4.000       3.870   -1.034    0.9996 
 
 
NaClO = 4.0 
Tiempo = T 45  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
5.0    T 0         10.500       3.870    2.713    0.3329 
5.0    T 15        -6.250       3.870   -1.615    0.9631 
5.0    T 30         2.750       3.870    0.711    1.0000 
5.0    T 45        -1.750       3.870   -0.452    1.0000 
 
 
NaClO = 5.0 
Tiempo = T 0  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
5.0    T 15        -16.75       3.870   -4.328    0.0029 
5.0    T 30         -7.75       3.870   -2.003    0.8198 
5.0    T 45        -12.25       3.870   -3.166    0.1219 
 
 
NaClO = 5.0 
Tiempo = T 15  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
5.0    T 30         9.000       3.870    2.326    0.6056 
5.0    T 45         4.500       3.870    1.163    0.9986 
 
 
NaClO = 5.0 
Tiempo = T 30  subtracted from: 
 
               Difference       SE of           Adjusted 
NaClO  Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
5.0    T 45        -4.500       3.870   -1.163    0.9986 
 
 
General Linear Model: % Desinfestación versus Tiempo  
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Factor  Type   Levels  Values 
Tiempo  fixed       4  T 0, T 15 + 15, T 20 + 20, T 30 
 
 
Analysis of Variance for % Desinfestación, using Adjusted SS for 
Tests 
 
Source  DF   Seq SS   Adj SS  Adj MS      F      P 
Tiempo   3  28203.0  28203.0  9401.0  84.41  0.000 
Error   36   4009.4   4009.4   111.4 
Total   39  32212.3 
 
 
S = 10.5533   R-Sq = 87.55%   R-Sq(adj) = 86.52% 
 
 
Unusual Observations for % Desinfestación 
 
Obs  % Desinfestación     Fit  SE Fit  Residual  St Resid 
  7            50.000  25.000   3.337    25.000      2.50 R 
 
R denotes an observation with a large standardized residual. 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable % Desinfestación 
All Pairwise Comparisons among Levels of Tiempo 
Tiempo = T 0  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Tiempo       of Means  Difference  T-Value   P-Value 
T 15 + 15       64.75       4.720    13.72    0.0000 
T 20 + 20       61.75       4.720    13.08    0.0000 
T 30            56.25       4.720    11.92    0.0000 
 
 
Tiempo = T 15 + 15  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Tiempo       of Means  Difference  T-Value   P-Value 
T 20 + 20      -3.000       4.720   -0.636    0.9198 
T 30           -8.500       4.720   -1.801    0.2895 
 
 
Tiempo = T 20 + 20  subtracted from: 
 
        Difference       SE of           Adjusted 
Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
T 30        -5.500       4.720   -1.165    0.6521 
 
 
General Linear Model: % Germinación versus Tiempo  
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Factor  Type   Levels  Values 
Tiempo  fixed       4  T 0, T 15 + 15, T 20 + 20, T 30 
 
 
Analysis of Variance for % Germinación, using Adjusted SS for 
Tests 
 
Source  DF   Seq SS   Adj SS  Adj MS     F      P 
Tiempo   3  1330.47  1330.47  443.49  7.75  0.000 
Error   36  2059.37  2059.37   57.20 
Total   39  3389.84 
 
 
S = 7.56339   R-Sq = 39.25%   R-Sq(adj) = 34.19% 
 
 
Unusual Observations for % Germinación 
 
Obs  % Germinación     Fit  SE Fit  Residual  St Resid 
 37         57.500  79.750   2.392   -22.250     -3.10 R 
 38         62.500  79.750   2.392   -17.250     -2.40 R 
 39         95.000  79.750   2.392    15.250      2.13 R 
 
R denotes an observation with a large standardized residual. 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable % Germinación 
All Pairwise Comparisons among Levels of Tiempo 
Tiempo = T 0  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Tiempo       of Means  Difference  T-Value   P-Value 
T 15 + 15       7.750       3.382    2.291    0.1191 
T 20 + 20      -2.750       3.382   -0.813    0.8479 
T 30           -8.250       3.382   -2.439    0.0877 
 
 
Tiempo = T 15 + 15  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Tiempo       of Means  Difference  T-Value   P-Value 
T 20 + 20      -10.50       3.382   -3.104    0.0186 
T 30           -16.00       3.382   -4.730    0.0002 
 
 
Tiempo = T 20 + 20  subtracted from: 
 
        Difference       SE of           Adjusted 
Tiempo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
T 30        -5.500       3.382   -1.626    0.3773 
 
 
General Linear Model: % Callogenesis versus Protocolo, Variedad  
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Factor     Type   Levels  Values 
Protocolo  fixed       7  P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7 
Variedad   fixed       4  Cica 8, F 2000, F 369, F 50 
 
 
Analysis of Variance for % Callogenesis, using Adjusted SS for 
Tests 
 
Source               DF    Seq SS   Adj SS  Adj MS      F      P 
Protocolo             6   21149.3  21149.3  3524.9  13.66  0.000 
Variedad              3    2998.2   2998.2   999.4   3.87  0.010 
Protocolo*Variedad   18   22979.3  22979.3  1276.6   4.95  0.000 
Error               252   65050.0  65050.0   258.1 
Total               279  112176.8 
 
 
S = 16.0666   R-Sq = 42.01%   R-Sq(adj) = 35.80% 
 
 
Unusual Observations for % Callogenesis 
 
Obs  % Callogenesis      Fit  SE Fit  Residual  St Resid 
  6          0.0000  71.0000  5.0807  -71.0000     -4.66 R 
 54         20.0000  57.0000  5.0807  -37.0000     -2.43 R 
 81         20.0000  57.0000  5.0807  -37.0000     -2.43 R 
139         20.0000  51.0000  5.0807  -31.0000     -2.03 R 
141         10.0000  41.0000  5.0807  -31.0000     -2.03 R 
145         90.0000  41.0000  5.0807   49.0000      3.21 R 
157         90.0000  59.0000  5.0807   31.0000      2.03 R 
158         90.0000  59.0000  5.0807   31.0000      2.03 R 
159         90.0000  59.0000  5.0807   31.0000      2.03 R 
245         60.0000  27.0000  5.0807   33.0000      2.17 R 
252         70.0000  26.0000  5.0807   44.0000      2.89 R 
274         70.0000  33.0000  5.0807   37.0000      2.43 R 
279          0.0000  33.0000  5.0807  -33.0000     -2.17 R 
 
R denotes an observation with a large standardized residual. 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable % Callogenesis 
All Pairwise Comparisons among Levels of Protocolo 
Protocolo = P1  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P2             -13.25       3.593   -3.688    0.0042 
P3               1.00       3.593    0.278    1.0000 
P4              -8.50       3.593   -2.366    0.2132 
P5              -4.50       3.593   -1.253    0.8733 
P6              -1.00       3.593   -0.278    1.0000 
P7             -25.25       3.593   -7.028    0.0000 
 
 
Protocolo = P2  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P3              14.25       3.593    3.966    0.0014 
P4               4.75       3.593    1.322    0.8418 
P5               8.75       3.593    2.436    0.1837 
P6              12.25       3.593    3.410    0.0116 
P7             -12.00       3.593   -3.340    0.0147 
 
 
Protocolo = P3  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P4              -9.50       3.593   -2.644    0.1129 
P5              -5.50       3.593   -1.531    0.7262 
P6              -2.00       3.593   -0.557    0.9979 
P7             -26.25       3.593   -7.307    0.0000 
 
 
Protocolo = P4  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P5               4.00       3.593    1.113    0.9243 
P6               7.50       3.593    2.088    0.3599 
P7             -16.75       3.593   -4.662    0.0001 
 
 
Protocolo = P5  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P6               3.50       3.593    0.974    0.9596 
P7             -20.75       3.593   -5.776    0.0000 
 
 
Protocolo = P6  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P7             -24.25       3.593   -6.750    0.0000 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable % Callogenesis 
All Pairwise Comparisons among Levels of Variedad 
Variedad = Cica 8  subtracted from: 
 
          Difference       SE of           Adjusted 
Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
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F 2000         4.571       2.716    1.683    0.3325 
F 369         -4.429       2.716   -1.631    0.3612 
F 50          -1.714       2.716   -0.631    0.9220 
 
 
Variedad = F 2000  subtracted from: 
 
          Difference       SE of           Adjusted 
Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
F 369         -9.000       2.716   -3.314    0.0051 
F 50          -6.286       2.716   -2.315    0.0947 
 
 
Variedad = F 369  subtracted from: 
 
          Difference       SE of           Adjusted 
Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
F 50           2.714       2.716   0.9995    0.7497 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable % Callogenesis 
All Pairwise Comparisons among Levels of Protocolo*Variedad 
Protocolo = P1 
Variedad = Cica 8  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P1         F 2000        -12.00       7.185   -1.670    0.9977 
P1         F 369         -24.00       7.185   -3.340    0.1574 
P1         F 50          -35.00       7.185   -4.871    0.0005 
P2         Cica 8        -52.00       7.185   -7.237    0.0001 
P2         F 2000        -14.00       7.185   -1.948    0.9794 
P2         F 369         -29.00       7.185   -4.036    0.0156 
P2         F 50          -29.00       7.185   -4.036    0.0156 
P3         Cica 8        -14.00       7.185   -1.948    0.9794 
P3         F 2000        -12.00       7.185   -1.670    0.9977 
P3         F 369         -27.00       7.185   -3.758    0.0432 
P3         F 50          -14.00       7.185   -1.948    0.9794 
P4         Cica 8        -43.00       7.185   -5.985    0.0001 
P4         F 2000        -20.00       7.185   -2.784    0.5248 
P4         F 369         -30.00       7.185   -4.175    0.0090 
P4         F 50          -12.00       7.185   -1.670    0.9977 
P5         Cica 8         -9.00       7.185   -1.253    1.0000 
P5         F 2000        -18.00       7.185   -2.505    0.7465 
P5         F 369         -27.00       7.185   -3.758    0.0432 
P5         F 50          -35.00       7.185   -4.871    0.0005 
P6         Cica 8        -11.00       7.185   -1.531    0.9995 
P6         F 2000        -20.00       7.185   -2.784    0.5248 
P6         F 369         -22.00       7.185   -3.062    0.3115 
P6         F 50          -22.00       7.185   -3.062    0.3115 
P7         Cica 8        -44.00       7.185   -6.124    0.0001 
P7         F 2000        -45.00       7.185   -6.263    0.0001 
P7         F 369         -45.00       7.185   -6.263    0.0001 
P7         F 50          -38.00       7.185   -5.289    0.0001 
 
 
Protocolo = P1 
Variedad = F 2000  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P1         F 369         -12.00       7.185   -1.670    0.9977 
P1         F 50          -23.00       7.185   -3.201    0.2257 
P2         Cica 8        -40.00       7.185   -5.567    0.0001 
P2         F 2000         -2.00       7.185   -0.278    1.0000 
P2         F 369         -17.00       7.185   -2.366    0.8375 
P2         F 50          -17.00       7.185   -2.366    0.8375 
P3         Cica 8         -2.00       7.185   -0.278    1.0000 
P3         F 2000         -0.00       7.185   -0.000    1.0000 
P3         F 369         -15.00       7.185   -2.088    0.9527 
P3         F 50           -2.00       7.185   -0.278    1.0000 
P4         Cica 8        -31.00       7.185   -4.314    0.0051 
P4         F 2000         -8.00       7.185   -1.113    1.0000 
P4         F 369         -18.00       7.185   -2.505    0.7465 
P4         F 50           -0.00       7.185   -0.000    1.0000 
P5         Cica 8          3.00       7.185    0.418    1.0000 
P5         F 2000         -6.00       7.185   -0.835    1.0000 
P5         F 369         -15.00       7.185   -2.088    0.9527 
P5         F 50          -23.00       7.185   -3.201    0.2257 
P6         Cica 8          1.00       7.185    0.139    1.0000 
P6         F 2000         -8.00       7.185   -1.113    1.0000 
P6         F 369         -10.00       7.185   -1.392    0.9999 
P6         F 50          -10.00       7.185   -1.392    0.9999 
P7         Cica 8        -32.00       7.185   -4.454    0.0028 
P7         F 2000        -33.00       7.185   -4.593    0.0015 
P7         F 369         -33.00       7.185   -4.593    0.0015 
P7         F 50          -26.00       7.185   -3.619    0.0688 
 
 
Protocolo = P1 
Variedad = F 369  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P1         F 50          -11.00       7.185   -1.531    0.9995 
P2         Cica 8        -28.00       7.185   -3.897    0.0264 
P2         F 2000         10.00       7.185    1.392    0.9999 
P2         F 369          -5.00       7.185   -0.696    1.0000 
P2         F 50           -5.00       7.185   -0.696    1.0000 
P3         Cica 8         10.00       7.185    1.392    0.9999 
P3         F 2000         12.00       7.185    1.670    0.9977 
P3         F 369          -3.00       7.185   -0.418    1.0000 
P3         F 50           10.00       7.185    1.392    0.9999 
P4         Cica 8        -19.00       7.185   -2.644    0.6393 
P4         F 2000          4.00       7.185    0.557    1.0000 
P4         F 369          -6.00       7.185   -0.835    1.0000 
P4         F 50           12.00       7.185    1.670    0.9977 
P5         Cica 8         15.00       7.185    2.088    0.9527 
P5         F 2000          6.00       7.185    0.835    1.0000 
P5         F 369          -3.00       7.185   -0.418    1.0000 
P5         F 50          -11.00       7.185   -1.531    0.9995 
P6         Cica 8         13.00       7.185    1.809    0.9924 
P6         F 2000          4.00       7.185    0.557    1.0000 
P6         F 369           2.00       7.185    0.278    1.0000 
P6         F 50            2.00       7.185    0.278    1.0000 
P7         Cica 8        -20.00       7.185   -2.784    0.5248 
P7         F 2000        -21.00       7.185   -2.923    0.4129 
P7         F 369         -21.00       7.185   -2.923    0.4129 
P7         F 50          -14.00       7.185   -1.948    0.9794 
 
 
Protocolo = P1 
Variedad = F 50  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P2         Cica 8        -17.00       7.185   -2.366    0.8375 
P2         F 2000         21.00       7.185    2.923    0.4129 
P2         F 369           6.00       7.185    0.835    1.0000 
P2         F 50            6.00       7.185    0.835    1.0000 
P3         Cica 8         21.00       7.185    2.923    0.4129 
P3         F 2000         23.00       7.185    3.201    0.2257 
P3         F 369           8.00       7.185    1.113    1.0000 
P3         F 50           21.00       7.185    2.923    0.4129 
P4         Cica 8         -8.00       7.185   -1.113    1.0000 
P4         F 2000         15.00       7.185    2.088    0.9527 
P4         F 369           5.00       7.185    0.696    1.0000 
P4         F 50           23.00       7.185    3.201    0.2257 
P5         Cica 8         26.00       7.185    3.619    0.0688 
P5         F 2000         17.00       7.185    2.366    0.8375 
P5         F 369           8.00       7.185    1.113    1.0000 
P5         F 50           -0.00       7.185   -0.000    1.0000 
P6         Cica 8         24.00       7.185    3.340    0.1574 
P6         F 2000         15.00       7.185    2.088    0.9527 
P6         F 369          13.00       7.185    1.809    0.9924 
P6         F 50           13.00       7.185    1.809    0.9924 
P7         Cica 8         -9.00       7.185   -1.253    1.0000 
P7         F 2000        -10.00       7.185   -1.392    0.9999 
P7         F 369         -10.00       7.185   -1.392    0.9999 
P7         F 50           -3.00       7.185   -0.418    1.0000 
 
 
Protocolo = P2 
Variedad = Cica 8  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P2         F 2000        38.000       7.185   5.2887    0.0001 
P2         F 369         23.000       7.185   3.2010    0.2257 
P2         F 50          23.000       7.185   3.2010    0.2257 
P3         Cica 8        38.000       7.185   5.2887    0.0001 
P3         F 2000        40.000       7.185   5.5670    0.0001 
P3         F 369         25.000       7.185   3.4794    0.1058 
P3         F 50          38.000       7.185   5.2887    0.0001 
P4         Cica 8         9.000       7.185   1.2526    1.0000 
P4         F 2000        32.000       7.185   4.4536    0.0028 
P4         F 369         22.000       7.185   3.0619    0.3115 
P4         F 50          40.000       7.185   5.5670    0.0001 
P5         Cica 8        43.000       7.185   5.9845    0.0001 
P5         F 2000        34.000       7.185   4.7320    0.0008 
P5         F 369         25.000       7.185   3.4794    0.1058 
P5         F 50          17.000       7.185   2.3660    0.8375 
P6         Cica 8        41.000       7.185   5.7062    0.0001 
P6         F 2000        32.000       7.185   4.4536    0.0028 
P6         F 369         30.000       7.185   4.1753    0.0090 
P6         F 50          30.000       7.185   4.1753    0.0090 
P7         Cica 8         8.000       7.185   1.1134    1.0000 
P7         F 2000         7.000       7.185   0.9742    1.0000 
P7         F 369          7.000       7.185   0.9742    1.0000 
P7         F 50          14.000       7.185   1.9485    0.9794 
 
 
Protocolo = P2 
Variedad = F 2000  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P2         F 369         -15.00       7.185   -2.088    0.9527 
P2         F 50          -15.00       7.185   -2.088    0.9527 
P3         Cica 8         -0.00       7.185   -0.000    1.0000 
P3         F 2000          2.00       7.185    0.278    1.0000 
P3         F 369         -13.00       7.185   -1.809    0.9924 
P3         F 50           -0.00       7.185   -0.000    1.0000 
P4         Cica 8        -29.00       7.185   -4.036    0.0156 
P4         F 2000         -6.00       7.185   -0.835    1.0000 
P4         F 369         -16.00       7.185   -2.227    0.9065 
P4         F 50            2.00       7.185    0.278    1.0000 
P5         Cica 8          5.00       7.185    0.696    1.0000 
P5         F 2000         -4.00       7.185   -0.557    1.0000 
P5         F 369         -13.00       7.185   -1.809    0.9924 
P5         F 50          -21.00       7.185   -2.923    0.4129 
P6         Cica 8          3.00       7.185    0.418    1.0000 
P6         F 2000         -6.00       7.185   -0.835    1.0000 
P6         F 369          -8.00       7.185   -1.113    1.0000 
P6         F 50           -8.00       7.185   -1.113    1.0000 
P7         Cica 8        -30.00       7.185   -4.175    0.0090 
P7         F 2000        -31.00       7.185   -4.314    0.0051 
P7         F 369         -31.00       7.185   -4.314    0.0051 
P7         F 50          -24.00       7.185   -3.340    0.1574 
 
 
Protocolo = P2 
Variedad = F 369  subtracted from: 
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                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P2         F 50            0.00       7.185    0.000    1.0000 
P3         Cica 8         15.00       7.185    2.088    0.9527 
P3         F 2000         17.00       7.185    2.366    0.8375 
P3         F 369           2.00       7.185    0.278    1.0000 
P3         F 50           15.00       7.185    2.088    0.9527 
P4         Cica 8        -14.00       7.185   -1.948    0.9794 
P4         F 2000          9.00       7.185    1.253    1.0000 
P4         F 369          -1.00       7.185   -0.139    1.0000 
P4         F 50           17.00       7.185    2.366    0.8375 
P5         Cica 8         20.00       7.185    2.784    0.5248 
P5         F 2000         11.00       7.185    1.531    0.9995 
P5         F 369           2.00       7.185    0.278    1.0000 
P5         F 50           -6.00       7.185   -0.835    1.0000 
P6         Cica 8         18.00       7.185    2.505    0.7465 
P6         F 2000          9.00       7.185    1.253    1.0000 
P6         F 369           7.00       7.185    0.974    1.0000 
P6         F 50            7.00       7.185    0.974    1.0000 
P7         Cica 8        -15.00       7.185   -2.088    0.9527 
P7         F 2000        -16.00       7.185   -2.227    0.9065 
P7         F 369         -16.00       7.185   -2.227    0.9065 
P7         F 50           -9.00       7.185   -1.253    1.0000 
 
 
Protocolo = P2 
Variedad = F 50  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P3         Cica 8         15.00       7.185    2.088    0.9527 
P3         F 2000         17.00       7.185    2.366    0.8375 
P3         F 369           2.00       7.185    0.278    1.0000 
P3         F 50           15.00       7.185    2.088    0.9527 
P4         Cica 8        -14.00       7.185   -1.948    0.9794 
P4         F 2000          9.00       7.185    1.253    1.0000 
P4         F 369          -1.00       7.185   -0.139    1.0000 
P4         F 50           17.00       7.185    2.366    0.8375 
P5         Cica 8         20.00       7.185    2.784    0.5248 
P5         F 2000         11.00       7.185    1.531    0.9995 
P5         F 369           2.00       7.185    0.278    1.0000 
P5         F 50           -6.00       7.185   -0.835    1.0000 
P6         Cica 8         18.00       7.185    2.505    0.7465 
P6         F 2000          9.00       7.185    1.253    1.0000 
P6         F 369           7.00       7.185    0.974    1.0000 
P6         F 50            7.00       7.185    0.974    1.0000 
P7         Cica 8        -15.00       7.185   -2.088    0.9527 
P7         F 2000        -16.00       7.185   -2.227    0.9065 
P7         F 369         -16.00       7.185   -2.227    0.9065 
P7         F 50           -9.00       7.185   -1.253    1.0000 
 
 
Protocolo = P3 
Variedad = Cica 8  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P3         F 2000          2.00       7.185    0.278    1.0000 
P3         F 369         -13.00       7.185   -1.809    0.9924 
P3         F 50           -0.00       7.185   -0.000    1.0000 
P4         Cica 8        -29.00       7.185   -4.036    0.0156 
P4         F 2000         -6.00       7.185   -0.835    1.0000 
P4         F 369         -16.00       7.185   -2.227    0.9065 
P4         F 50            2.00       7.185    0.278    1.0000 
P5         Cica 8          5.00       7.185    0.696    1.0000 
P5         F 2000         -4.00       7.185   -0.557    1.0000 
P5         F 369         -13.00       7.185   -1.809    0.9924 
P5         F 50          -21.00       7.185   -2.923    0.4129 
P6         Cica 8          3.00       7.185    0.418    1.0000 
P6         F 2000         -6.00       7.185   -0.835    1.0000 
P6         F 369          -8.00       7.185   -1.113    1.0000 
P6         F 50           -8.00       7.185   -1.113    1.0000 
P7         Cica 8        -30.00       7.185   -4.175    0.0090 
P7         F 2000        -31.00       7.185   -4.314    0.0051 
P7         F 369         -31.00       7.185   -4.314    0.0051 
P7         F 50          -24.00       7.185   -3.340    0.1574 
 
 
Protocolo = P3 
Variedad = F 2000  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P3         F 369         -15.00       7.185   -2.088    0.9527 
P3         F 50           -2.00       7.185   -0.278    1.0000 
P4         Cica 8        -31.00       7.185   -4.314    0.0051 
P4         F 2000         -8.00       7.185   -1.113    1.0000 
P4         F 369         -18.00       7.185   -2.505    0.7465 
P4         F 50           -0.00       7.185   -0.000    1.0000 
P5         Cica 8          3.00       7.185    0.418    1.0000 
P5         F 2000         -6.00       7.185   -0.835    1.0000 
P5         F 369         -15.00       7.185   -2.088    0.9527 
P5         F 50          -23.00       7.185   -3.201    0.2257 
P6         Cica 8          1.00       7.185    0.139    1.0000 
P6         F 2000         -8.00       7.185   -1.113    1.0000 
P6         F 369         -10.00       7.185   -1.392    0.9999 
P6         F 50          -10.00       7.185   -1.392    0.9999 
P7         Cica 8        -32.00       7.185   -4.454    0.0028 
P7         F 2000        -33.00       7.185   -4.593    0.0015 
P7         F 369         -33.00       7.185   -4.593    0.0015 
P7         F 50          -26.00       7.185   -3.619    0.0688 
 
 
Protocolo = P3 
Variedad = F 369  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P3         F 50           13.00       7.185    1.809    0.9924 
P4         Cica 8        -16.00       7.185   -2.227    0.9065 
P4         F 2000          7.00       7.185    0.974    1.0000 
P4         F 369          -3.00       7.185   -0.418    1.0000 
P4         F 50           15.00       7.185    2.088    0.9527 
P5         Cica 8         18.00       7.185    2.505    0.7465 
P5         F 2000          9.00       7.185    1.253    1.0000 
P5         F 369           0.00       7.185    0.000    1.0000 
P5         F 50           -8.00       7.185   -1.113    1.0000 
P6         Cica 8         16.00       7.185    2.227    0.9065 
P6         F 2000          7.00       7.185    0.974    1.0000 
P6         F 369           5.00       7.185    0.696    1.0000 
P6         F 50            5.00       7.185    0.696    1.0000 
P7         Cica 8        -17.00       7.185   -2.366    0.8375 
P7         F 2000        -18.00       7.185   -2.505    0.7465 
P7         F 369         -18.00       7.185   -2.505    0.7465 
P7         F 50          -11.00       7.185   -1.531    0.9995 
 
 
Protocolo = P3 
Variedad = F 50  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P4         Cica 8        -29.00       7.185   -4.036    0.0156 
P4         F 2000         -6.00       7.185   -0.835    1.0000 
P4         F 369         -16.00       7.185   -2.227    0.9065 
P4         F 50            2.00       7.185    0.278    1.0000 
P5         Cica 8          5.00       7.185    0.696    1.0000 
P5         F 2000         -4.00       7.185   -0.557    1.0000 
P5         F 369         -13.00       7.185   -1.809    0.9924 
P5         F 50          -21.00       7.185   -2.923    0.4129 
P6         Cica 8          3.00       7.185    0.418    1.0000 
P6         F 2000         -6.00       7.185   -0.835    1.0000 
P6         F 369          -8.00       7.185   -1.113    1.0000 
P6         F 50           -8.00       7.185   -1.113    1.0000 
P7         Cica 8        -30.00       7.185   -4.175    0.0090 
P7         F 2000        -31.00       7.185   -4.314    0.0051 
P7         F 369         -31.00       7.185   -4.314    0.0051 
P7         F 50          -24.00       7.185   -3.340    0.1574 
 
 
Protocolo = P4 
Variedad = Cica 8  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P4         F 2000        23.000       7.185   3.2010    0.2257 
P4         F 369         13.000       7.185   1.8093    0.9924 
P4         F 50          31.000       7.185   4.3144    0.0051 
P5         Cica 8        34.000       7.185   4.7320    0.0008 
P5         F 2000        25.000       7.185   3.4794    0.1058 
P5         F 369         16.000       7.185   2.2268    0.9065 
P5         F 50           8.000       7.185   1.1134    1.0000 
P6         Cica 8        32.000       7.185   4.4536    0.0028 
P6         F 2000        23.000       7.185   3.2010    0.2257 
P6         F 369         21.000       7.185   2.9227    0.4129 
P6         F 50          21.000       7.185   2.9227    0.4129 
P7         Cica 8        -1.000       7.185  -0.1392    1.0000 
P7         F 2000        -2.000       7.185  -0.2784    1.0000 
P7         F 369         -2.000       7.185  -0.2784    1.0000 
P7         F 50           5.000       7.185   0.6959    1.0000 
 
 
Protocolo = P4 
Variedad = F 2000  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P4         F 369         -10.00       7.185   -1.392    0.9999 
P4         F 50            8.00       7.185    1.113    1.0000 
P5         Cica 8         11.00       7.185    1.531    0.9995 
P5         F 2000          2.00       7.185    0.278    1.0000 
P5         F 369          -7.00       7.185   -0.974    1.0000 
P5         F 50          -15.00       7.185   -2.088    0.9527 
P6         Cica 8          9.00       7.185    1.253    1.0000 
P6         F 2000          0.00       7.185    0.000    1.0000 
P6         F 369          -2.00       7.185   -0.278    1.0000 
P6         F 50           -2.00       7.185   -0.278    1.0000 
P7         Cica 8        -24.00       7.185   -3.340    0.1574 
P7         F 2000        -25.00       7.185   -3.479    0.1058 
P7         F 369         -25.00       7.185   -3.479    0.1058 
P7         F 50          -18.00       7.185   -2.505    0.7465 
 
 
Protocolo = P4 
Variedad = F 369  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P4         F 50           18.00       7.185    2.505    0.7465 
P5         Cica 8         21.00       7.185    2.923    0.4129 
P5         F 2000         12.00       7.185    1.670    0.9977 
P5         F 369           3.00       7.185    0.418    1.0000 
P5         F 50           -5.00       7.185   -0.696    1.0000 
P6         Cica 8         19.00       7.185    2.644    0.6393 
P6         F 2000         10.00       7.185    1.392    0.9999 
P6         F 369           8.00       7.185    1.113    1.0000 
P6         F 50            8.00       7.185    1.113    1.0000 
P7         Cica 8        -14.00       7.185   -1.948    0.9794 
P7         F 2000        -15.00       7.185   -2.088    0.9527 
P7         F 369         -15.00       7.185   -2.088    0.9527 
P7         F 50           -8.00       7.185   -1.113    1.0000 
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Protocolo = P4 
Variedad = F 50  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P5         Cica 8          3.00       7.185    0.418    1.0000 
P5         F 2000         -6.00       7.185   -0.835    1.0000 
P5         F 369         -15.00       7.185   -2.088    0.9527 
P5         F 50          -23.00       7.185   -3.201    0.2257 
P6         Cica 8          1.00       7.185    0.139    1.0000 
P6         F 2000         -8.00       7.185   -1.113    1.0000 
P6         F 369         -10.00       7.185   -1.392    0.9999 
P6         F 50          -10.00       7.185   -1.392    0.9999 
P7         Cica 8        -32.00       7.185   -4.454    0.0028 
P7         F 2000        -33.00       7.185   -4.593    0.0015 
P7         F 369         -33.00       7.185   -4.593    0.0015 
P7         F 50          -26.00       7.185   -3.619    0.0688 
 
 
Protocolo = P5 
Variedad = Cica 8  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P5         F 2000         -9.00       7.185   -1.253    1.0000 
P5         F 369         -18.00       7.185   -2.505    0.7465 
P5         F 50          -26.00       7.185   -3.619    0.0688 
P6         Cica 8         -2.00       7.185   -0.278    1.0000 
P6         F 2000        -11.00       7.185   -1.531    0.9995 
P6         F 369         -13.00       7.185   -1.809    0.9924 
P6         F 50          -13.00       7.185   -1.809    0.9924 
P7         Cica 8        -35.00       7.185   -4.871    0.0005 
P7         F 2000        -36.00       7.185   -5.010    0.0003 
P7         F 369         -36.00       7.185   -5.010    0.0003 
P7         F 50          -29.00       7.185   -4.036    0.0156 
 
 
Protocolo = P5 
Variedad = F 2000  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P5         F 369          -9.00       7.185   -1.253    1.0000 
P5         F 50          -17.00       7.185   -2.366    0.8375 
P6         Cica 8          7.00       7.185    0.974    1.0000 
P6         F 2000         -2.00       7.185   -0.278    1.0000 
P6         F 369          -4.00       7.185   -0.557    1.0000 
P6         F 50           -4.00       7.185   -0.557    1.0000 
P7         Cica 8        -26.00       7.185   -3.619    0.0688 
P7         F 2000        -27.00       7.185   -3.758    0.0432 
P7         F 369         -27.00       7.185   -3.758    0.0432 
P7         F 50          -20.00       7.185   -2.784    0.5248 
 
 
Protocolo = P5 
Variedad = F 369  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P5         F 50           -8.00       7.185   -1.113    1.0000 
P6         Cica 8         16.00       7.185    2.227    0.9065 
P6         F 2000          7.00       7.185    0.974    1.0000 
P6         F 369           5.00       7.185    0.696    1.0000 
P6         F 50            5.00       7.185    0.696    1.0000 
P7         Cica 8        -17.00       7.185   -2.366    0.8375 
P7         F 2000        -18.00       7.185   -2.505    0.7465 
P7         F 369         -18.00       7.185   -2.505    0.7465 
P7         F 50          -11.00       7.185   -1.531    0.9995 
 
 
Protocolo = P5 
Variedad = F 50  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P6         Cica 8         24.00       7.185    3.340    0.1574 
P6         F 2000         15.00       7.185    2.088    0.9527 
P6         F 369          13.00       7.185    1.809    0.9924 
P6         F 50           13.00       7.185    1.809    0.9924 
P7         Cica 8         -9.00       7.185   -1.253    1.0000 
P7         F 2000        -10.00       7.185   -1.392    0.9999 
P7         F 369         -10.00       7.185   -1.392    0.9999 
P7         F 50           -3.00       7.185   -0.418    1.0000 
 
 
Protocolo = P6 
Variedad = Cica 8  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P6         F 2000         -9.00       7.185   -1.253    1.0000 
P6         F 369         -11.00       7.185   -1.531    0.9995 
P6         F 50          -11.00       7.185   -1.531    0.9995 
P7         Cica 8        -33.00       7.185   -4.593    0.0015 
P7         F 2000        -34.00       7.185   -4.732    0.0008 
P7         F 369         -34.00       7.185   -4.732    0.0008 
P7         F 50          -27.00       7.185   -3.758    0.0432 
 
 
Protocolo = P6 
Variedad = F 2000  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P6         F 369          -2.00       7.185   -0.278    1.0000 
P6         F 50           -2.00       7.185   -0.278    1.0000 
P7         Cica 8        -24.00       7.185   -3.340    0.1574 
P7         F 2000        -25.00       7.185   -3.479    0.1058 
P7         F 369         -25.00       7.185   -3.479    0.1058 
P7         F 50          -18.00       7.185   -2.505    0.7465 
 
 
Protocolo = P6 
Variedad = F 369  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P6         F 50            0.00       7.185    0.000    1.0000 
P7         Cica 8        -22.00       7.185   -3.062    0.3115 
P7         F 2000        -23.00       7.185   -3.201    0.2257 
P7         F 369         -23.00       7.185   -3.201    0.2257 
P7         F 50          -16.00       7.185   -2.227    0.9065 
 
 
Protocolo = P6 
Variedad = F 50  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P7         Cica 8        -22.00       7.185   -3.062    0.3115 
P7         F 2000        -23.00       7.185   -3.201    0.2257 
P7         F 369         -23.00       7.185   -3.201    0.2257 
P7         F 50          -16.00       7.185   -2.227    0.9065 
 
 
Protocolo = P7 
Variedad = Cica 8  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P7         F 2000        -1.000       7.185  -0.1392     1.000 
P7         F 369         -1.000       7.185  -0.1392     1.000 
P7         F 50           6.000       7.185   0.8351     1.000 
 
 
Protocolo = P7 
Variedad = F 2000  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of            Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference   T-Value   P-Value 
P7         F 369        0.00000       7.185  0.000000     1.000 
P7         F 50         7.00000       7.185  0.974226     1.000 
 
 
Protocolo = P7 
Variedad = F 369  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P7         F 50           7.000       7.185   0.9742     1.000 
 
General Linear Model: Callos Regenerados versus Protocolo  
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Factor     Type   Levels  Values 
Protocolo  fixed       7  P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7 
 
 
Analysis of Variance for Callos Regenerados, using Adjusted SS for 
Tests 
 
Source     DF   Seq SS   Adj SS  Adj MS      F      P 
Protocolo   6  4626.21  4626.21  771.04  39.42  0.000 
Error      21   410.75   410.75   19.56 
Total      27  5036.96 
 
 
S = 4.42262   R-Sq = 91.85%   R-Sq(adj) = 89.52% 
 
 
Unusual Observations for Callos Regenerados 
 
          Callos 
Obs  Regenerados      Fit  SE Fit  Residual  St Resid 
 18      23.0000  14.0000  2.2113    9.0000      2.35 R 
 19       5.0000  14.0000  2.2113   -9.0000     -2.35 R 
 26      16.0000   6.5000  2.2113    9.5000      2.48 R 
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R denotes an observation with a large standardized residual. 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable Callos Regenerados 
All Pairwise Comparisons among Levels of Protocolo 
Protocolo = P1  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P2             -2.250       3.127  -0.7195    0.9898 
P3             30.000       3.127   9.5931    0.0000 
P4             -1.000       3.127  -0.3198    0.9999 
P5             11.000       3.127   3.5175    0.0285 
P6             28.500       3.127   9.1134    0.0000 
P7              3.500       3.127   1.1192    0.9151 
 
 
Protocolo = P2  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P3             32.250       3.127  10.3125    0.0000 
P4              1.250       3.127   0.3997    0.9996 
P5             13.250       3.127   4.2369    0.0058 
P6             30.750       3.127   9.8329    0.0000 
P7              5.750       3.127   1.8387    0.5386 
 
 
Protocolo = P3  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P4             -31.00       3.127   -9.913    0.0000 
P5             -19.00       3.127   -6.076    0.0001 
P6              -1.50       3.127   -0.480    0.9989 
P7             -26.50       3.127   -8.474    0.0000 
 
 
Protocolo = P4  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P5             12.000       3.127    3.837    0.0141 
P6             29.500       3.127    9.433    0.0000 
P7              4.500       3.127    1.439    0.7754 
 
 
Protocolo = P5  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P6             17.500       3.127    5.596    0.0003 
P7             -7.500       3.127   -2.398    0.2476 
 
 
Protocolo = P6  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P7             -25.00       3.127   -7.994    0.0000 
 
 
 
 
 
 
 
General Linear Model: % Callogenesis versus Protocolo, Variedad 
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Factor     Type   Levels  Values 
Protocolo  fixed       4  P3, P5, P6, P7 
Variedad   fixed       4  Cica 8, F 2000, F 369, F 50 
 
 
Analysis of Variance for % Callogenesis, using Adjusted SS for 
Tests 
 
Source               DF   Seq SS   Adj SS  Adj MS      F      P 
Protocolo             3  16807.5  16807.5  5602.5  18.57  0.000 
Variedad              3   2427.5   2427.5   809.2   2.68  0.049 
Protocolo*Variedad    9   3102.5   3102.5   344.7   1.14  0.337 
Error               144  43440.0  43440.0   301.7 
Total               159  65777.5 
 
 
S = 17.3686   R-Sq = 33.96%   R-Sq(adj) = 27.08% 
 
 
Unusual Observations for % Callogenesis 
 
Obs  % Callogenesis      Fit  SE Fit  Residual  St Resid 
 10         10.0000  55.0000  5.4924  -45.0000     -2.73 R 
 15         30.0000  63.0000  5.4924  -33.0000     -2.00 R 
 20         30.0000  63.0000  5.4924  -33.0000     -2.00 R 
 21         80.0000  47.0000  5.4924   33.0000      2.00 R 
101         10.0000  45.0000  5.4924  -35.0000     -2.12 R 
111         10.0000  51.0000  5.4924  -41.0000     -2.49 R 
135         60.0000  27.0000  5.4924   33.0000      2.00 R 
152          0.0000  36.0000  5.4924  -36.0000     -2.18 R 
158         70.0000  36.0000  5.4924   34.0000      2.06 R 
 
R denotes an observation with a large standardized residual. 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable % Callogenesis 
All Pairwise Comparisons among Levels of Protocolo 
Protocolo = P3  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P5              -3.00       3.884   -0.772    0.8668 
P6              -3.00       3.884   -0.772    0.8668 
P7             -25.50       3.884   -6.566    0.0000 
 
 
Protocolo = P5  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P6              -0.00       3.884   -0.000    1.0000 
P7             -22.50       3.884   -5.793    0.0000 
 
 
Protocolo = P6  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P7             -22.50       3.884   -5.793    0.0000 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable % Callogenesis 
All Pairwise Comparisons among Levels of Variedad 
Variedad = Cica 8  subtracted from: 
 
          Difference       SE of           Adjusted 
Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
F 2000        -0.500       3.884   -0.129    0.9992 
F 369         -9.500       3.884   -2.446    0.0731 
F 50          -5.500       3.884   -1.416    0.4914 
 
 
Variedad = F 2000  subtracted from: 
 
          Difference       SE of           Adjusted 
Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
F 369         -9.000       3.884   -2.317    0.0988 
F 50          -5.000       3.884   -1.287    0.5724 
 
 
Variedad = F 369  subtracted from: 
 
          Difference       SE of           Adjusted 
Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
F 50           4.000       3.884    1.030    0.7322 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable % Callogenesis 
All Pairwise Comparisons among Levels of Protocolo*Variedad 
Protocolo = P3 
Variedad = Cica 8  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P3         F 2000          8.00       7.767    1.030    0.9997 
P3         F 369          -8.00       7.767   -1.030    0.9997 
P3         F 50           -2.00       7.767   -0.257    1.0000 
P5         Cica 8          5.00       7.767    0.644    1.0000 
P5         F 2000          3.00       7.767    0.386    1.0000 
P5         F 369          -7.00       7.767   -0.901    0.9999 
P5         F 50          -15.00       7.767   -1.931    0.8570 
P6         Cica 8          3.00       7.767    0.386    1.0000 
P6         F 2000         -3.00       7.767   -0.386    1.0000 
P6         F 369         -10.00       7.767   -1.287    0.9958 
P6         F 50           -4.00       7.767   -0.515    1.0000 
P7         Cica 8        -26.00       7.767   -3.347    0.0750 
P7         F 2000        -28.00       7.767   -3.605    0.0351 
P7         F 369         -31.00       7.767   -3.991    0.0098 
P7         F 50          -19.00       7.767   -2.446    0.5169 
 
 
Protocolo = P3 
Variedad = F 2000  subtracted from: 
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                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P3         F 369         -16.00       7.767   -2.060    0.7868 
P3         F 50          -10.00       7.767   -1.287    0.9958 
P5         Cica 8         -3.00       7.767   -0.386    1.0000 
P5         F 2000         -5.00       7.767   -0.644    1.0000 
P5         F 369         -15.00       7.767   -1.931    0.8570 
P5         F 50          -23.00       7.767   -2.961    0.1994 
P6         Cica 8         -5.00       7.767   -0.644    1.0000 
P6         F 2000        -11.00       7.767   -1.416    0.9890 
P6         F 369         -18.00       7.767   -2.317    0.6117 
P6         F 50          -12.00       7.767   -1.545    0.9750 
P7         Cica 8        -34.00       7.767   -4.377    0.0024 
P7         F 2000        -36.00       7.767   -4.635    0.0009 
P7         F 369         -39.00       7.767   -5.021    0.0002 
P7         F 50          -27.00       7.767   -3.476    0.0518 
 
 
Protocolo = P3 
Variedad = F 369  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P3         F 50            6.00       7.767    0.772    1.0000 
P5         Cica 8         13.00       7.767    1.674    0.9503 
P5         F 2000         11.00       7.767    1.416    0.9890 
P5         F 369           1.00       7.767    0.129    1.0000 
P5         F 50           -7.00       7.767   -0.901    0.9999 
P6         Cica 8         11.00       7.767    1.416    0.9890 
P6         F 2000          5.00       7.767    0.644    1.0000 
P6         F 369          -2.00       7.767   -0.257    1.0000 
P6         F 50            4.00       7.767    0.515    1.0000 
P7         Cica 8        -18.00       7.767   -2.317    0.6117 
P7         F 2000        -20.00       7.767   -2.575    0.4245 
P7         F 369         -23.00       7.767   -2.961    0.1994 
P7         F 50          -11.00       7.767   -1.416    0.9890 
 
 
Protocolo = P3 
Variedad = F 50  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P5         Cica 8          7.00       7.767    0.901    0.9999 
P5         F 2000          5.00       7.767    0.644    1.0000 
P5         F 369          -5.00       7.767   -0.644    1.0000 
P5         F 50          -13.00       7.767   -1.674    0.9503 
P6         Cica 8          5.00       7.767    0.644    1.0000 
P6         F 2000         -1.00       7.767   -0.129    1.0000 
P6         F 369          -8.00       7.767   -1.030    0.9997 
P6         F 50           -2.00       7.767   -0.257    1.0000 
P7         Cica 8        -24.00       7.767   -3.090    0.1473 
P7         F 2000        -26.00       7.767   -3.347    0.0750 
P7         F 369         -29.00       7.767   -3.734    0.0233 
P7         F 50          -17.00       7.767   -2.189    0.7035 
 
 
Protocolo = P5 
Variedad = Cica 8  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P5         F 2000         -2.00       7.767   -0.257    1.0000 
P5         F 369         -12.00       7.767   -1.545    0.9750 
P5         F 50          -20.00       7.767   -2.575    0.4245 
P6         Cica 8         -2.00       7.767   -0.257    1.0000 
P6         F 2000         -8.00       7.767   -1.030    0.9997 
P6         F 369         -15.00       7.767   -1.931    0.8570 
P6         F 50           -9.00       7.767   -1.159    0.9987 
P7         Cica 8        -31.00       7.767   -3.991    0.0098 
P7         F 2000        -33.00       7.767   -4.248    0.0039 
P7         F 369         -36.00       7.767   -4.635    0.0009 
P7         F 50          -24.00       7.767   -3.090    0.1473 
 
 
Protocolo = P5 
Variedad = F 2000  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P5         F 369         -10.00       7.767   -1.287    0.9958 
P5         F 50          -18.00       7.767   -2.317    0.6117 
P6         Cica 8         -0.00       7.767   -0.000    1.0000 
P6         F 2000         -6.00       7.767   -0.772    1.0000 
P6         F 369         -13.00       7.767   -1.674    0.9503 
P6         F 50           -7.00       7.767   -0.901    0.9999 
P7         Cica 8        -29.00       7.767   -3.734    0.0233 
P7         F 2000        -31.00       7.767   -3.991    0.0098 
P7         F 369         -34.00       7.767   -4.377    0.0024 
P7         F 50          -22.00       7.767   -2.832    0.2634 
 
 
Protocolo = P5 
Variedad = F 369  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P5         F 50           -8.00       7.767   -1.030    0.9997 
P6         Cica 8         10.00       7.767    1.287    0.9958 
P6         F 2000          4.00       7.767    0.515    1.0000 
P6         F 369          -3.00       7.767   -0.386    1.0000 
P6         F 50            3.00       7.767    0.386    1.0000 
P7         Cica 8        -19.00       7.767   -2.446    0.5169 
P7         F 2000        -21.00       7.767   -2.704    0.3390 
P7         F 369         -24.00       7.767   -3.090    0.1473 
P7         F 50          -12.00       7.767   -1.545    0.9750 
 
 
Protocolo = P5 
Variedad = F 50  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P6         Cica 8         18.00       7.767    2.317    0.6117 
P6         F 2000         12.00       7.767    1.545    0.9750 
P6         F 369           5.00       7.767    0.644    1.0000 
P6         F 50           11.00       7.767    1.416    0.9890 
P7         Cica 8        -11.00       7.767   -1.416    0.9890 
P7         F 2000        -13.00       7.767   -1.674    0.9503 
P7         F 369         -16.00       7.767   -2.060    0.7868 
P7         F 50           -4.00       7.767   -0.515    1.0000 
 
 
Protocolo = P6 
Variedad = Cica 8  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P6         F 2000         -6.00       7.767   -0.772    1.0000 
P6         F 369         -13.00       7.767   -1.674    0.9503 
P6         F 50           -7.00       7.767   -0.901    0.9999 
P7         Cica 8        -29.00       7.767   -3.734    0.0233 
P7         F 2000        -31.00       7.767   -3.991    0.0098 
P7         F 369         -34.00       7.767   -4.377    0.0024 
P7         F 50          -22.00       7.767   -2.832    0.2634 
 
 
Protocolo = P6 
Variedad = F 2000  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P6         F 369          -7.00       7.767   -0.901    0.9999 
P6         F 50           -1.00       7.767   -0.129    1.0000 
P7         Cica 8        -23.00       7.767   -2.961    0.1994 
P7         F 2000        -25.00       7.767   -3.219    0.1063 
P7         F 369         -28.00       7.767   -3.605    0.0351 
P7         F 50          -16.00       7.767   -2.060    0.7868 
 
 
Protocolo = P6 
Variedad = F 369  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P6         F 50            6.00       7.767    0.772    1.0000 
P7         Cica 8        -16.00       7.767   -2.060    0.7868 
P7         F 2000        -18.00       7.767   -2.317    0.6117 
P7         F 369         -21.00       7.767   -2.704    0.3390 
P7         F 50           -9.00       7.767   -1.159    0.9987 
 
 
Protocolo = P6 
Variedad = F 50  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P7         Cica 8        -22.00       7.767   -2.832    0.2634 
P7         F 2000        -24.00       7.767   -3.090    0.1473 
P7         F 369         -27.00       7.767   -3.476    0.0518 
P7         F 50          -15.00       7.767   -1.931    0.8570 
 
 
Protocolo = P7 
Variedad = Cica 8  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P7         F 2000        -2.000       7.767  -0.2575    1.0000 
P7         F 369         -5.000       7.767  -0.6437    1.0000 
P7         F 50           7.000       7.767   0.9012    0.9999 
 
 
Protocolo = P7 
Variedad = F 2000  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P7         F 369         -3.000       7.767  -0.3862    1.0000 
P7         F 50           9.000       7.767   1.1587    0.9987 
 
 
Protocolo = P7 
Variedad = F 369  subtracted from: 
 
                     Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo  Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P7         F 50           12.00       7.767    1.545    0.9750 
 
 
General Linear Model: Callo Regenerados versus Protocolo  
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Factor     Type   Levels  Values 
Protocolo  fixed       4  P3, P5, P6, P7 
 
 
Analysis of Variance for Callo Regenerados, using Adjusted SS for 
Tests 
 
Source     DF   Seq SS   Adj SS  Adj MS      F      P 
Protocolo   3  2160.69  2160.69  720.23  24.23  0.000 
Error      12   356.75   356.75   29.73 
Total      15  2517.44 
 
 
S = 5.45245   R-Sq = 85.83%   R-Sq(adj) = 82.29% 
 
 
Unusual Observations for Callo Regenerados 
 
           Callo 
Obs  Regenerados      Fit  SE Fit  Residual  St Resid 
  7       5.0000  14.5000  2.7262   -9.5000     -2.01 R 
 
R denotes an observation with a large standardized residual. 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable Callo Regenerados 
All Pairwise Comparisons among Levels of Protocolo 
Protocolo = P3  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P5             -20.00       3.855   -5.187    0.0011 
P6              -5.75       3.855   -1.491    0.4719 
P7             -29.50       3.855   -7.651    0.0000 
 
 
Protocolo = P5  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P6             14.250       3.855    3.696    0.0140 
P7             -9.500       3.855   -2.464    0.1172 
 
 
Protocolo = P6  subtracted from: 
 
           Difference       SE of           Adjusted 
Protocolo    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
P7             -23.75       3.855   -6.160    0.0003 
 
 
General Linear Model: Callo Regenerados versus Variedad  
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Factor    Type   Levels  Values 
Variedad  fixed       4  Cica 8, F 2000, F 369, F 50 
 
 
Analysis of Variance for Callo Regenerados, using Adjusted SS for 
Tests 
 
Source    DF  Seq SS  Adj SS  Adj MS     F      P 
Variedad   3   200.2   200.2    66.7  0.35  0.793 
Error     12  2317.3  2317.3   193.1 
Total     15  2517.4 
 
 
S = 13.8962   R-Sq = 7.95%   R-Sq(adj) = 0.00% 
 
 
Tukey Simultaneous Tests 
Response Variable Callo Regenerados 
All Pairwise Comparisons among Levels of Variedad 
Variedad = Cica 8  subtracted from: 
 
          Difference       SE of           Adjusted 
Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
F 2000         3.500       9.826   0.3562    0.9838 
F 369         -5.000       9.826  -0.5088    0.9554 
F 50          -4.750       9.826  -0.4834    0.9613 
 
 
Variedad = F 2000  subtracted from: 
 
          Difference       SE of           Adjusted 
Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
F 369         -8.500       9.826  -0.8650    0.8225 
F 50          -8.250       9.826  -0.8396    0.8348 
 
 
Variedad = F 369  subtracted from: 
 
          Difference       SE of           Adjusted 
Variedad    of Means  Difference  T-Value   P-Value 
F 50          0.2500       9.826  0.02544     1.000 
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Figura Anexo. Prueba de Tukey para la interacción Protocolo por variedad en el  Porcentaje de Callogénesis, sobre los 7 protocolos evaluados 
 
 
(Abe and Futsuhara, 1986; Allard, 1968; Carsono and Yoshida, 2006; CIAT, 2010; Eberhart, 1966; Gamborg et al., 1968; Garris et al., 2005; Haberlandt, 1902; Kothari, 1995; Lee et al., 2002; Lentini et al., 2002; Linsmaier, 1965; Mohanty et al., 1999; Murashige and Skoog, 1962; Olmos, 2004; Ozawa et al., 2003; Rancé, 1994; Saharan et al., 2004; Sanint, 2000; Toki et al., 2006; Vallejo and Estrada, 2002; Wang, 1990) 
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